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1 
1 Einleitung 
 
Knorpel (Cartilago) ist ein glattes, gefäßloses Gewebe, das Gelenke und andere 
Skelettelemente überzieht. Es gehört zu den Binde- und Stützgeweben. 
Knorpelspezifische Zellen sind Chondrozyten. Eine Knorpelzellgruppe bildet 
zusammen mit dem Knorpelhof und der Knorpelkapsel eine funktio-morphologische 
Einheit - das Chondron. Knorpelernährung und Abtransport von 
Stoffwechselprodukten erfolgen ausschließlich durch Diffusion im Knorpelgewebe.  
 
1.1 Knorpeltypen 
Bezüglich der Zusammensetzung der extrazellulären Matrix (ECM) und der 
Morphologie können drei Knorpelarten unterschieden werden. 
 
Der hyaline Knorpel ist transparent und schimmert bläulich-weiß wie Milchglas. Er 
zeichnet sich durch hohe Elastizität und Druckfestigkeit aus. Im Embryonalstadium 
bildet hyaliner Knorpel ein knorpeliges Vorskelett, das mit zunehmendem Alter durch 
Knochen ersetzt wird. Im adulten Organismus findet man hyalinen Knorpel an den 
ventralen Rippenenden, dem Kehlkopf, der Luftröhre, den Bronchien, dem 
Nasalskelett und den Gelenkoberflächen (Abb. 1). Dieser artikuläre Knorpel polstert 
Gelenke und schützt die darunter liegenden Knochen vor mechanischer Belastung. 
Knorpel stellt eine reibungsarme Oberfläche mit stoßdämpfenden Eigenschaften 
bereit, um die Aufgaben des Gelenks problemlos erfüllen zu können. Die Oberfläche 
des Gelenkknorpels ist glatt und von einem Film von Gelenkflüssigkeit (Synovia) 
 
 
 
Abb.1. Schematische Darstellung eines 
humanen Gelenks 
 
1. Einleitung   2  
überzogen, so dass Bewegungen der Gelenkflächen gegeneinander praktisch 
reibungsfrei ablaufen (Mapp et al., 1993).  
Der Faserknorpel besteht aus miteinander verflochtenen Kollagen-Faserbündeln, 
die ihn stabil und gleichzeitig elastisch machen. Faserknorpel findet man in den 
Bandscheiben, der Symphyse und den Menisken. 
Der elastische Knorpel hat wie der Faserknorpel Kollagenfasern, darüber hinaus 
aber auch gelbliche elastische Fasern, die diesem Knorpel besondere Elastizität 
verleihen. Elastischen Knorpel findet man im äußeren Gehörgang, der Ohrmuschel, 
der Tuba auditiva und der Epiglottis. 
 
1.2 Allgemeine Struktur und Histologie des Gelenkknorpels 
Gelenkknorpel ist eine Sonderform des hyalinen Knorpels. Er enthält eine Matrix aus 
den gleichen Kollagenen und Proteoglykanen (PG) wie andere hyaline Knorpel, ist 
aber nicht homogen strukturiert, sondern aus verschiedenen Schichten aufgebaut 
(Abb. 2).  
An der Gelenkoberfläche, in der Tangentialzone (superficial zone) (0-80 µm), sind die 
Chondrozyten ellipsoidal. Sowohl die Chondrozyten als auch die Kollagenfasern sind 
 
 
 
Abb.2. Schematische Darstellung der Zonen und Territorien im hyalinen Gelenkknorpel (Poole
et al., 1982)  
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parallel zur Gelenkoberfläche hin angeordnet. Der Kollagengehalt ist in der 
Oberflächenschicht am höchsten, während der Gehalt an Proteoglykanen hier relativ 
niedrig ist.  
In der darauf folgenden Übergangszone (intermediate zone) (80-250 µm) nehmen 
die Chondrozyten allmählich ihre typische runde Form an. Im adulten Gewebe verteilt 
finden sich nur wenige Zellen, die durch eine umfassende ECM umgeben sind. Der 
Gehalt an PG ist hoch. Die Kollagenfibrillen nehmen im Durchmesser zu und sind 
willkürlich orientiert. 
In der sich anschließenden Radiärzone (deep zone) (250-480 µm) nehmen die 
Chondrozyten eine Säulenanordnung an. Die Zellen in dieser Zone sind am größten. 
In der Radiärzone ist die Konzentration der ECM relativ geringer und verfügt über 
einen hohen Gehalt an PG (Poole et al., 1982). Die Kollagenfibrillen sind in dieser 
Zone am dicksten (bis 200 nm). Sie sind senkrecht zur Oberfläche und sich 
überkreuzend angeordnet (Lane und Weiss, 1975). 
Die Radiärzone wird zum Knochen hin durch eine dünne, homogene, zellfreie 
Schicht, die sogenannte Tidemark, begrenzt, an die sich die Verkalkungszone 
(calcified zone) anschließt, die den Übergang zum Knochen bildet. 
Die Umgebung der Chondrozyten wird in 3 Zonen unterteilt. Es werden die 
perizelluläre (≤ 2µm), die territoriale (≤ 9µm) und die interterritoriale Matrix 
unterschieden.  
Die Matrixorganisation unterteilt sich in verschiedene Zonen. In der perizellulären 
Zone ist die PG Konzentration hoch. Die territoriale Matrix enthält eine hohe 
Konzentration zufällig angeordneter und querverbundener Kollagenfibrillen. In der 
interterritorialen Matrix ist die Kollagenkonzentration hoch, während die 
Konzentration der PG hier am niedrigsten ist (Aydelotte und Kuettner, 1993).  
 
1.3 Extrazelluläre Matrix des Knorpels 
Die extrazelluläre Matrix des hyalinen Knorpels enthält kollagene Proteine (vor allem 
Kollagen II, VI, IX und XI), Proteoglykane (Aggrekan, Biglycan, Decorin, 
Fibromodulin, PRELP) und weitere nichtkollagene Proteine (COMP, Link Protein, 
Thrombospondin 1, Matrilin 1, Matrilin 3). Elektronenmikroskopischen 
Untersuchungen zu Folge besteht die ECM aus einem 2-Komponenten-System: 
langen quergestreiften Fibrillen, die im Wesentlichen aus Kollagen Typ II bestehen, 
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und der extrafibrillären Matrix, die sich hauptsächtlich aus Proteoglykan-Aggregaten 
zusammensetzt (Abb. 3). Die Hauptkomponenten der extrafibrillären Knorpelmatrix 
sind Glykosaminoglykan (GAG), Hyaluronsäure und Proteoglykan Aggrekan. Die 
Anordnung von Kollagen und Aggrekan in der ECM ist sehr wichtig für die Integrität 
und Stabilität der Knorpelmatrix. Die Suprastruktur beider Komponenten ist mit 
Eisenbeton vergleichbar. Die Knorpelfibrillen entsprechen dabei den Eisenstangen 
und bestimmen die Zugbelastbarkeit des Knorpels. Die Fibrillen enthalten mehrere 
Kollagenmoleküle, die miteinander quervernetzt sind. Außer den Kollagenen Typ II, 
IX und XI enthalten die Fibrillen weitere Komponenten, die die Wechselwirkungen 
zwischen Fibrillen und dem extrafibrillären Raum vermitteln. Die extrafibrilläre Matrix 
entspricht dem Beton und besteht zu einem sehr großen Teil aus Aggrekan. Durch 
die Hyaluronsäure und das Link Protein bildet das Aggrekan große Aggregate 
(Hascall und Sajdera, 1969). Dank der Glykosaminoglykanketten ziehen das 
Aggrekan und andere Proteoglykane Wasser ins Gewebe. Die Knorpelmatrix enthält 
70-80% Wasser (Carney und Muir, 1988). Dadurch kann der Knorpel einenhohen 
Komprimierungswiderstand leisten.  
 
Abb. 3. Schematische Darstellung verschiedener Moleküle der extrafibrillären Matrix und der
Kollagenfibrillen (Kiani et al., 2002)  
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1.3.1 Kollagene des Knorpels 
1.3.1.1 Aufbau 
Kollagene bilden eine Familie eng miteinander verwandter Matrixproteine. Sie 
bestehen aus 3 Polypeptidketten (α-Ketten), die zusammen eine Tripelhelix bilden. 
Die α-Ketten sind aus Aminosäuren mit einer sich wiederholenden Sequenz (-Gly-X-
Y-)n aufgebaut. Jede dritte Aminosäure der Proteinsequenz ist also Glycin. Prolin ist 
ebenfalls sehr häufig. 40 bis 50% der Prolinreste sind hydroxyliert, was für die 
Stabilität der Struktur wichtig ist. 
Drei α-Ketten sind umeinander gewunden und bilden zusammen eine Tripelhelix. 
Kollagene können entweder aus drei gleichen α-Ketten (Homotrimer) oder aus zwei 
oder drei verschiedenen α-Ketten (Heterotrimer) bestehen. Eine dichte Anordnung 
der Tripelhelix wird durch die nach innen weisenden Glycin-Reste ermöglicht (Darnell 
et al., 1993). Der hohe Prolinanteil und die Wasserstoffbrücken verleihen der 
Tripelhelix eine große Steifheit und Entwindungsresistenz, die für die Ausbildung und 
Stabilität von Kollagenfibrillen vorteilhaft sind. An den C- und N-terminalen Enden der 
Tripelhelix befinden sich jeweils kurze, nicht helikale Regionen (Prockop und Kiviriko, 
1995). 
Kollagene bieten eine enorme strukturelle Vielfalt, verschiedenste makromolekulare 
Organisationen, unterschiedlichste Gewebeverteilungen und Funktionen. Die 
Mitglieder dieser Proteinfamilie können nach ihren dreidimensionalen Strukturen oder 
nach ihrem Vorkommen in den Geweben in verschiedene Gruppen eingeteilt werden  
(Prockop und Kiviriko, 1995). Grundsätzlich wird zwischen fibrillären und nicht-
fibrillären Kollagenen unterschieden. Fibrillenbildende Kollagene enthalten große 
zentrale tripelhelikale Domänen, die aus ca. 1000 Aminosäuren bestehen. Diese 
werden an beiden Enden von nicht-tripelhelikalen Telopeptiden flankiert, die für die 
Quervernetzung der Kollagenmoleküle eine wichtige Rolle spielen. Die Kollagene 
dieser Gruppe sind Bestandteile von Kollagenfibrillen. 
Nicht-fibrilläre Kollagene bestehen aus mehreren kurzen tripelhelikalen Domänen, 
die durch nicht-tripelhelikale NC (non-collagenous) Domänen flankiert bzw. 
unterbrochen werden. Eine Übersicht wird in Tabelle 1 dargestellt. 
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Tabelle 1. Übersicht über vorhandene Kollagene. (F = fibrillär ; NF = nicht-fibrillär) 
(modifiziert nach K. von der Mark, 2004)  
Typ Kollagen-
ketten 
F/ 
NF 
Struktur Vorkommen 
I α1(I) 
α2(I) 
F [α1(I)]2 α2(I) 
[α1(I)]3 (selten) 
Knochen, Haut, Sehnen, Bänder , 
Cornea, Dentin, retikuläre Fasern fast 
aller Gewebe 
II α1(ΙΙ) F [α1(II)]3 Knorpel, Glaskörper, Chorda dorsalis, 
embryonale Epithelien 
III α1(ΙΙΙ) F [α1(ΙΙΙ)]3 retikuläre Fasern der meisten 
Gewebe, Gefäßwände, Lunge, Leber, 
Haut, Milz, Muskel (Endomyosium)  
IV α1(ΙV) 
α2(ΙV) 
NF [α1(IV)]2 α2(IV) 
[α3(IV)]2 α4(IV) 
alle Basalmembranen, glomeruläre 
Basalmembranen, neuromuskuläre 
Synapsen, Lunge, Niere 
V α1(V) 
α2(V) 
α3(V) 
F [α1(V)]2 α2(V) 
[α1(V), α2(V), α3(V)] 
[α1(V)]3 
Lunge, Fibroblasten, Knochen, 
Cornea, Placenta, fötale Membranen 
VI α1(VI) 
α2(VI) 
α3(VI) 
NF [α1(VI) α2(VI) α3(VI)] ubiquitär, vor allem in Haut, Knorpel, 
Placenta, Lunge, Gefäßwände, 
Bandscheiben 
VII α1(VΙΙ) NF [α1(VII)]3 Haut, Schleimmhaut, Cervix, dermal-
epidermale Verbindung 
VIII α1(VIII) NF  Endothelzellen  
IX α1(ΙX) 
α2(ΙX) 
α3(ΙX) 
NF [α1(ΙX) α2(ΙX) α3(ΙX)] Knorpel, Glaskörper 
X α1(X) NF α1(X)]3 Descement-Membran (Auge), 
hypertropher Knorpel der 
Wachstumszone 
XI α1(XI) F [α1(XI) α2(XI) α3(XI)] Knorpel, Glaskörper 
XII α1(X) NF [α1(XII)]3 Sehnen, Bänder, Perichondrium  
XIII α1(XIII) NF [α1(XIII)]3 Epidermis, Haarfollikel, Endomysium, 
Darm, Lunge, Chondrozyten, Leber 
XIV α1(XΙV) NF [α1(XIV)]3 Dermis, Sehnen, Gefäßwände, 
Placenta, Lunge, Leber 
XVII α1(XVII) NF [α1(XVII)]3 Dermal-epidermale Verbindung 
XX α1(XX) NF [α1(XX)]3 Embryonale Haut, Sehne, sternaler 
Knorpel 
XXI α1(XXI) NF [α1(XXI)]3 Herz, Magen, Niere, Muskel, Placenta 
XXVI α1(XXVI) 
α2(XXVI) 
α3(XXVI) 
NF [α1(XXVI)]3 
[α1(XXVI) α2(XXVI) α3(XXVI)] 
Eierstock, Niere 
XXVII α1(XXVII) 
α2(XXVII) 
F [α1(XXVII)]3 Epithelzellen, Chondrocyten, Magen, 
Lunge, Haut 
 
1. Einleitung   7  
 
1.3.1.2 Synthese von Kollagenen 
Die Synthese der Kollagen-α-Ketten, ihre posttranslationalen Modifikationen sowie 
Hydroxylierung und Glykosylierung und ihre Zusammenlagerung zum tripelhelikalen 
Molekül findet in Lumen des rauhen endoplasmatischen Retikulums statt. Fibrilläre 
Kollagene werden zunächst als Prokollagene mit N-und C-terminalen globulären 
Domänen synthetisiert. Bei Eintritt in das endoplasmatische Retikulum wird das 
Signalpeptid abgespalten. Die entstandene pro-α-Kette hat ein globuläres 
C-terminales und ein kurzes N-terminales Propeptid. Bei den fibrillenbildenden 
Kollagenen werden N- und C-Propeptide nach der Ausschleusung aus der Zelle zum 
großen Teil durch spezifische Prokollagenpeptidasen abgespalten.  
Die Hydroxylierung bestimmter Prolin- und Lysinreste wird durch Prolyl- bzw. Lysyl-
Hydroxylasen katalysiert (Kivirikko und Myllylä, 1985). Die 6-hydroxylierten 
Lysinreste werden zusätzlich O-glykosyliert (Kivirikko und Myllylä, 1985; Yang et al., 
1993). 
 
Sowohl die Hydroxylierung als auch die Glykosylierung der α-Ketten finden vor dem 
Zusammenbau der Tripelhelixstruktur der Prokollagenmoleküle statt (Kühn , 1987). 
Die Prokollagenmoleküle werden in die extrazelluläre Matrix ausgesondert, wo sie 
sich nach der Prozessierung in Tropokollagen selbständig zu sogenannten staggered 
arrays anordnen. Das sind um 1/5 in ihrer Länge gegeneinander verschobene 
Kollagenmoleküle (Olsen, 1963a; Olsen, 1963b).  
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1.3.1.3 Ultrastruktur der Kollagenfibrillen 
Die Ultrastruktur der Kollagen-Fibrillen ist mittels Rasterkraftmikroskopie (atomic 
force microscopy) und Transelektronenmikroskopie (transmission electron 
microscopy) untersucht worden. Elektronenmikroskopische Aufnahmen gefärbter 
Kollagenfasern zeigen, dass benachbarte Kollagenmonomere (Tropokollagen-
moleküle) in axialer Richtung durch 40 nm breite Lücken (Gap-Region) getrennt sind 
und die lateral benachbarten Reihen um ca. ein Viertel ihrer Länge, die so genannte 
D-Periode von 64-67 nm Länge, gegeneinander versetzt sind (Abb. 4). Jeweils nach 
5 Reihen wiederholt sich diese Struktur (Petruska und Hogde, 1964). Die 40 nm 
breiten Lücken sind wichtig, denn sie ermöglichen eine Quervernetzung des 
Kollagens nach der Faserbildung. Nicht reduzierbare, kovalente inter- und 
intramolekulare Querbrücken werden zwischen den angrenzenden α-Ketten 
innerhalb eines jeden Tropokollagenmoleküls und auch zwischen benachbarten 
Kollagenmolekülen innerhalb der Fibrille ausgebildet (Eyre, 1984). Auch an 
spezifischen Lysin- / Hydroxylysinresten an den N- und C-terminalen Domänen 
werden kovalente, stabile Querbrücken zwischen den Fibrillen ausgebildet. Ihre 
eigentliche Festigkeit erlangen Kollagenfibrillen durch kovalente Quervernetzungen. 
Die Vorbereitung der Kollagene für die Quervernetzung beginnt mit der Oxidation der 
Lysin- und Hydroxylysinreste durch das Enzym Lysyloxidase (Eyre, 1984; Wu und 
 
 
 
 
Abb. 4. Die Kollagenfibrille. Auf den 
elektronenmikroskopischen Bildern wird nach 
negativer Kontrastierung (negativ stain) eine 
periodische Abfolge von dunklen und hellen 
Banden beobachtet, die sich alle 67 nm 
wiederholt (repeating unit). Diese repeating 
unit besteht aus der dunkel erscheinenden 40 
nm langen Gap-Zone (dunkler Bereich), in die 
sich Uranylacetat anlagert und der 27 nm 
langen Überlappungs-Zone (Overlap, heller 
Bereich), in der die Farbstoff nicht eingelagert 
werden kann. 
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Eyre, 1995). 
 
1.3.1.3.1 Kollagentypen 
In hyalinem Knorpel wurden bisher neun verschiedene Kollagene nachgewiesen. Im 
Folgenden werden die im Knorpel am häufigsten vorkommenden Kollagentypen II, IX 
und XI detailliert beschrieben, die zusammen quergestreifte Fibrillen bilden. 
 
1.3.1.3.2 Kollagen II 
80-95% der Gesamtkollagene der Knorpelmatrix macht Kollagen Typ II aus. Kollagen 
II ist ein fibrillenbildenes Kollagen. Es ist ein Homotrimer und besteht aus drei α1(II)-
Ketten. Kollagen II enthält viele Hydroxyprolinreste und ist hoch glykosyliert, was ihm 
einen besonders hydrophilen Charakter gibt (Kuhn, 1987). Die tripelhelikale Domäne 
des Kollagen II ist 285 nm lang und enthält ca. 1000 Aminosäuren. 
Kollagen II wird durch ein einzelnes Gen auf dem Chromosom 12 q13.11-12 codiert. 
Das COL2A1-Gen besteht aus 52 Exons (Ala-Kokko und Prockop, 1990; Kuhn, 
1987).  
Kollagen II ist während der embryonalen Entwicklung in verschiedenen Geweben 
vorhanden: Chorda dorsalis, Epithelien, Cornea und Basalmembranen (Cheah et al., 
1991; Wood et al., 1991). Im adulten Organismus kommt Kollagen II hauptsächlich in 
Knorpel vor. Es existieren zwei durch alternatives Spleißen erzeugte Formen der 
Prokollagen II Moleküle. Im erwachsenen Knorpel wird der Typ IIB (die 
vorherrschende Form) ohne das Exon 2 synthetisiert. Typ IIA wird exprimiert, wenn 
das Exon 2 nach dem Spleißen mit exprimiert wird, und enthält dadurch eine 
zusätzliche 69 Aminosäuren-Domäne mit einem cysteinreichen N-terminalen 
Propeptid (Ryan und Sandell, 1990). Diese Spleißvariante wird vor allem im fötalen 
Knorpel und in Prächondrozyten bei der Chondrogenese gefunden (Sandell et al., 
1991). Die mRNA für Kollagen Typ IIA ist jedoch auch im menschlichen osteo-
arthrotischem Gelenkknorpel entdeckt worden (Ala-Kokko und Prockop ,1990). 
Mutationen des Kollagen II Gens führen zu verschiedenen skelettalen Missbildungen 
und Chondrodysplasien (Olsen, 1996). Eine COL2A1 Mutation in der tripelhelikalen 
Domäne führt zu einem Austausch eines Glycinrestes. Die betroffenen Patienten 
leiden an familiärer Arthrose (Ritvaniemi et al., 1995; Vikkula et al., 1993). 
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1.3.1.3.3 Kollagen IX 
Kollagen Typ IX hat einen Anteil von nur 1-10% am Gesamtkollagengehalt des 
Knorpels. Es gehört zu einer Subgruppe der Kollagene, die als FACIT (fibril 
associated collagens with interrupted triple helices) bekannt sind.  
Kollagen IX besteht aus drei verschiedenen Ketten α1(IX), α2(IX) und α3(IX), die 
durch Disulfidbrücken miteinander verknüpft sind. 
Die drei tripelhelikalen kollagenen Domänen (COL1-3) sind durch vier nicht helikale 
Domänen (NC1-4) begrenzt. Die NC4 Domäne der α1(IX)-Kette kann mit den 
Glykosaminoglykan (GAG)-Ketten von PG interagieren (Ayad et al., 1991).  
Die NC4 Domäne ist gewebespezifisch. Die α1(IX)-Kette wird durch ein einzelnes 
Gen auf dem Chromosom 6 q13 codiert. Bei der Transkription der α1(IX)-Kette wird, 
abhängig vom Gewebetyp, von zwei verschiedenen Promotoren ausgehend 
exprimiert (Nishimura et al., 1989). Ausgehend von dem einen Promotor kommt es 
zu einer Synthese von α1(IX)-Ketten ohne NC4 Domäne. Diese Variante findet man 
in der Cornea und im Glaskörper (Svoboda et al., 1988). Bei der anderen 
Transkriptionsart wird die α1(IX)-Kette inklusive der globulären NC4 Domäne 
synthetisiert, die z.B. in hyalinem Knorpel gefunden wird (Swiderski und Solursh, 
1992). 
Mittels Rotationsbedampfung (Rotary Shadowing) konnte in 
elektronenmikroskopischen Untersuchungen gezeigt werden, dass die NC3 Domäne 
wie ein Scharnier funktioniert, das die Domänen COL3 und NC4 von der 
Fibrillenoberfläche nach außen in den extrafibrillären Raum ausstreckt (Vaughan et 
al., 1988). 
Die NC3 Domäne der α2(IX)-Kette ist die GAG-Substitutionsstelle von Kollagen IX 
mit Chondroitin- oder Dermatansulfatketten Bruckner et al., 1985; Bruckner und van 
der Rest M., 1994; Olsen, 1997). Kollagen IX hat unterschiedliche Anteile an 
gebundenen GAG. Sie variieren zwischen 70% in embryonalen Hühnersterna (Huber 
et al.,1988) und 5% in artikulärem Knorpel (Ayad et al., 1989). Es wurde auch 
gezeigt, dass die Länge der an Kollagen IX gebundenen GAG-Ketten im Glaskörper 
10 mal größer ist als diejenige in Knorpel (Yada et al., 1990).  
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Strukturell scheint Kollagen IX für die gleichzeitige Wechselwirkung mit Fibrillen und 
Matrixbestandteilen hervorragend geeignet zu sein. Die NC4 und COL3-Domänen 
des Kollagens IX befinden sich auf der Oberfläche der Fibrillen. Kollagen IX ist 
antiparallel zum Kollagen II orientiert, stabilisiert damit die Kollagen II-reichen 
Fibrillen und vermittelt Interaktionen zwischen Fibrillen und extrafibrillärer Matrix. Die 
Wechselwirkung zwischen Kollagen II und IX wird durch eine kovalente 
Quervernetzung ermöglicht (van der Rest M. und Mayne, 1988). 
In fötalem bovinen Knorpel wird Kollagen IX bei immunoelekronenmikroskopischen 
Untersuchungen mit spezifischen Antikörpern hauptsächlich an den dünnen Fibrillen 
(bis 20 nm Durchmesser) gefunden, wenngleich es in geringen Mengen auch an den 
dickeren Fibrillen zu sehen ist (Hagg et al., 1998). Im adulten artikulären Knorpel 
enthalten nur dünne Fibrillen mit dem Durchmesser von 15-26 nm Kollagen IX.  
Kollagen IX ist für die Struktur der ECM sehr wichtig. Durch Untersuchungen mit 
transgenen Mäusen konnte seine Bedeutung für die strukturelle Integrität und 
Stabilität des Knorpels gezeigt werden. Mäuse mit Deletion in der a1(IX)-Kette (80% 
der COL3 und COL2 Domänen und gesamte NC3 Domäne) entwickeln frühzeitige 
Arthrose (Nakata et al., 1993). Mutationen in den α2(IX)- und α3(IX)-Ketten 
kodierenden Genen (COL9A2 bzw. COL9A3) verursachen Multiple epiphyseal 
dysplasia (Bonnemann et al., 2000). COL9A1-Knockout-Mäuse, bei denen kein 
funktionelles Kollagen IX sekretiert wird, haben morphologisch unveränderte 
Knorpelfibrillen und zeigen keine skelettalen Missbildungen. Allerdings leiden diese 
Tiere sehr früh an degenerativen Knorpelerkrankungen (Fassler et al., 1994; Hagg et 
al., 1997; Aszodi et al., 2000). 
1.3.1.3.4 Kollagen XI 
Kollagen XI bildet durch Interaktion mit Kollagen II heterotypische Kollagenfibrillen 
(Mendler et al., 1989). Es ist ein fibrilläres Kollagen und besteht aus einer 300 nm 
langen Tripelhelix. Kollagen XI ist ein Heterotrimer und enthält verschiedene Ketten: 
α1(XI), α2(XI) und α3(XI) (Morris and Bachinger, 1987). Kollagen XI kann bis zu 10% 
der Kollagenmasse im Knorpel ausmachen. Die α-Ketten des Kollagen XI sind auch 
in Knochen, in der Plazenta und in verschiedenen Tumorzelllinien nachgewiesen 
worden (Bernard et al., 1988; Niyibizi and Eyre, 1989; Yoshioka and Ramirez, 1990). 
Die α1(XI)- und α2(XI)-Ketten ähneln den α1(V)- und α2(V)-Ketten. In vielen 
Geweben werden sowohl α1(XI) und α2(XI) als auch α1(V) und α2(V) exprimiert. Die 
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α1(XI)- und α2(XI)-Ketten bilden mit α1(V)- und α2(V)-Ketten heterotypische 
Moleküle, die aus Ketten beider Kollagentypen bestehen (Brown et al., 1991; Lui et 
al., 1995). Heterotypische Tripelhelices, die α1(XI)- und α2(V)-Ketten enthalten, 
wurden in Knochen, im Glaskörper, aber auch in Knorpel gefunden (Mayne et al., 
1993). Weiterhin wurde gezeigt, dass Tumorzelllinien ebenfalls solche 
heterotypischen Moleküle sekretieren (Yoshioka and Ramirez, 1990).  
Die pro-α3(XI)-Kette im Knorpel ist der IIB Form der pro-α1(II)-Kette sehr ähnlich. Sie 
wird durch dasselbe Gen wie die pro-α1(II)-Kette kodiert, ist aber stärker glykosyliert 
(Wu and Eyre, 1995). Die pro-α1(XI)-Kette kommt in verschiedenen Spleißvarianten 
in anderen Geweben vor: Haut, Sehnen, Muskel und Herz (Zhidkova et al., 1995). 
Die α1(XI) und α2(XI) Ketten wurden in verschiedenen Spleißvarianten, die sich in 
ihren aminoterminalen Bereichen unterscheiden, in hyalinem Knorpel identifiziert 
(Vuristo et al., 1995; Zhidkova et al., 1995). 
Es ist bekannt, dass Kollagen XI über seine Aminotermini Interaktionen mit weiteren 
ECM Molekülen vermittelt (Bruckner und van der Rest, 1994). Unterschiedliche 
Ladungen am aminoterminalen Ende können die Wechselwirkung beeinflussen oder 
regulieren.  
Experimente zur in vitro Fibrillogenese weisen darauf hin, dass Kollagen XI auch für 
die Kontrolle des Durchmessers von Kollagenfibrillen im Knorpel verantwortlich ist. 
Es wurde gezeigt, dass Fibrillen, die aus den Kollagenen II und XI im Verhältnis von 
8 : 1 rekonstituiert werden, sehr ähnlich zu den natürlichen Fibrillen im Gewebe sind 
(Blaschke et al., 2000). Wird der Kollagen XI Gehalt zu niedrig, wird Kollagen II 
unbegrenzt an die Filamente angelagert und es kommt zur Bildung von Taktoiden, 
d.h. unphysiologischen Suprastrukturen. 
 
1.3.2 Glykosaminoglykane  
Glykosaminoglykane (GAG) sind lineare Polysaccharidketten aus sich 
wiederholenden Disaccharideinheiten (70-200 Reste). Alle GAGs bestehen aus 
repetetiven Disacchariden aus den Zuckersäuren Glucuronsäure oder Iduronsäure 
(außer in Keratansulfat) sowie einem N-Acetylglucosamin (GlcNAc)- oder 
Galactosaminrest (GalN), die in verschiedenen Positionen sulfatiert sind. 
Die biophysikalischen und biochemischen Eigenschaften der GAG resultieren aus 
Unterschieden in der Konfiguration der Bindungen der Disaccharideinheiten und der 
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Position, an der sie sulfatiert sind. Durch Sulfatierung tragen die Moleküle stark 
negative Ladungen, wodurch eine Retention von Kationen und Wasser erleichtert 
wird. Es werden aufgrund ihrer Zusammensetzung folgende GAG unterschieden: 
Chondroitinsulfat (CS), Dermatansulfat (DS), Keratansulfat (KS), Heparansulfat (HS), 
Heparin und Hyaluronsäure (HA). Mit Ausnahme von HA sind die GAG in Knorpel 
kovalent mit einem Protein verbunden, daher spricht man von Proteoglykanen 
(Bourdon et al., 1987). Die CS/DS GAG-Ketten sind über einen Serinrest O-
glykosidisch an das Protein gebunden (Anderson et al., 1965). KS-Ketten sind über 
N- oder O-glykosidische Bindungen an Asparagin oder an Serin bzw. Threonin mit 
dem Protein verknüpft (Seno und Toda, 1970; Hopwood und Robinson 1974; Bray et 
al., 1967).  
 
1.3.2.1 Chondroitinsulfat  
Chondroitinsulfat (CS) enthält als grundlegende Disaccharideinheiten Glucuronsäure 
(GlcA) und N-Acetylgalaktosamin (GalNAc), die durch eine β1-3 Verbindung 
miteinander verknüpft sind. Von Chondroitinsulfat sind 2 verschiedene Typen 
bekannt, die sich durch ihren Sulfatgehalt oder den Typ der Sulfatierung der N-
Acetylgalaktosaminreste unterscheiden. Dabei wird zwischen Chondroitin-4-sulfat 
(CS4) und Chondroitin-6-sulfat (CS6) unterschieden (Michelacci und Dietrich, 1976; 
Faltynek und Silbert, 1978). Verschiedene Positionierungen der Sulfatgruppe 
bestimmen die unterschiedlichen Eigenschaften des CS-Moleküls. Es wurde 
berichtet, dass mehrere CS6 Moleküle mit Hyaluronat spezifische Aggregate bilden 
können (Scott, 1992). Diese Wechselwirkungen zwischen CS6 und HA Molekülen 
spielen eine wichtige Rolle in der Synovial-Physiologie (Sabaratnam et al., 2002). 
CS4 formt solche Aggregate nicht. Chondroitinsulfat bildet anionische 
Linearpolymere, die als Doppelhelix vorliegen können. Bei CS4 werden 
Sulfatgruppen entlang der zentralen Achse der Doppelhelix positioniert, was 
sterische und elektrostatische Hindernisse für die Verknüpfung mit HA bereitet. In 
CS6 befindet sich die Sulfatgruppe an der Peripherie der Moleküle, was die 
hydrophoben Eigenschaften dieser Polymere bedingt (Scott, 2003).  
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1.3.2.2 Dermatansulfat  
Eine CS-Kette, die einen oder mehrere Iduronsäurereste enthält, wird 
Dermatansulfat (DS) genannt. Der Iduronsäurerest ist ein Epimer der Glucuronsäure. 
Die glykosidische Verknüpfung erfolgt über eine α(1-2)-Bindung. Iduronsäurereste 
können an der Position 2 sulfatiert sein (Jackson et al., 1991).  
1.3.2.3 Keratansulfat  
Keratansulfat (KS) ist ein Glykosaminoglykan, das zuerst aus der Cornea isoliert 
wurde (Meyer et al., 1953). Später konnte KS auch in Knorpel und anderen Geweben 
nachgewiesen werden (Kinne und Fisher, 1987; Dickenson et al., 1992). 
Keratansulfat besteht aus sich wiederholenden Disaccharideinheiten aus Galactose 
(Gal) und N-Acetylglucosamin (GlcNAc), die über eine ß1-3 Bindung miteinander 
verbunden sind (Abb. 5). Das Molekül kann an jedem N-Acetylglykosaminrest am C6 
und zusätzlich am Galactoserest sulfatiert sein (Bhavanandan and Meyer, 1968). KS 
wurde entsprechend seiner Verknüpfung mit dem Protein klassifiziert. KS-I ist über 
eine N-glykosidische Bindung an Asparagin gebunden. Solche N-verknüpften KS-
NeuAc2-3/6
Galα1-3
(SO4)GalNAc1-3
(SO4)GlcNAc1-3
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6
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Abb. 5. Schematische Darstellung von KS I und KS II (nach Funderburgh, 2000).  
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Formen sind in der Cornea des Auges und im Knorpelgewebe bei Fibromodulin 
vorhanden (Plaas et al., 1990). KS-II ist O-glykosidisch und an Serin oder Threonin 
des Coreproteins verknüpft (Bray et al., 1967). Eine andere Form von KS ist durch 
Mannose an Serin- oder Threoninreste von Proteinen gebunden. Diese Struktur von 
KS, die man vorwiegend im Gehirn findet, ist noch nicht detailliert untersucht worden 
(Krusius et al., 1986). Weiterhin wird zwischen KS aus artikulärem und nicht 
artikulärem Knorpel unterschieden. Der KS-II-A Typ ist spezifisch für artikulären 
Knorpel und hat zusätzlich α(1-3) verknüpfte Fucosylreste und α(2-6) verknüpfte 
N-Acetylneuraminsäure im Vergleich zum KS-II-B Typ, der keine Fucosylreste hat 
(Nieduszynski et al., 1990) (s. Abb. 5).  
Eine Übersicht über Proteinglykane, die Keratansulfat-Ketten besitzen, zeigt die 
Tabelle 2. 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 2: Übersicht über Proteoglykane, die Keratansulfat enthalten  
Protein Verknüpfung mit 
dem Protein 
Vorkommen Referenz 
Lumican KSI Cornea Blochberger et al., 1992 
Keratocan KSI Cornea Corpuz et al., 1996 
Mimecan KSI Cornea Funderburgh et al., 1997a 
Fibromodulin KSI Knorpel Oldberg et al., 1989 
Aggrekan KSI und KSII Knorpel Barry et al., 1995 
PRELP 
(proline arginine-rich 
end leucine–rich repeat 
proteoglycan) 
KSI Knorpel Bengtsson et al., 1995 
Osteoadherin KSI Knochen Sommarin et al., 1998 
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1.3.2.4 Heparansulfat  
Im Heparansulfat (HS) liegen Aminozucker und L- Iduronsäurereste stets in α (1- 4)-, 
die Glucoronsäurereste dagegen in β (1- 4) – glykosidischer Bindung vor, außerdem 
enthält HS Sulfamidgruppen. Ferner befinden sich in einigen Disaccharideinheiten 
Estersulfatgruppen am C-Atom 6 der Glucosaminreste und am C-Atom 2 der 
Iduronsäurereste. 
HS, bei dem das C- Atom 3 an den Glucosaminresten (GlcN) sulfatiert ist, ist ein 
Inhibitor der Blutgerinnung (Rosenberg et al., 1997). Im Blutplasma bindet es an 
Antithrombin III und macht aus diesem langsam wirkenden „Progressivinhibitor“ 
einen „Sofortinhibitor-Komplex“, der in der Blutgerinnung wirksam ist. 
HS, bei dem das C- Atom 2 an den Glucoronsäureresten sulfatiert ist, inhibiert die 
Mitose (Fedarko et al., 1989).  
HS mit einem hoherem Anteil an GlcNS-O-sulfat bindet und inhibiert dadurch den 
Fibroblastenwachstumsfaktor 1 und 7 (FGF, fibroblast growth factor) (Ishihara, 
1993). Die Positionierung der Sulfatgruppen von HS definiert spezifische 
Wechselwirkungen zu weiteren Wachstumsfaktoren wie z.B : 
Hepatozytenwachstumsfaktor (HGH, hepatocyte growth factor), vaskulärer 
endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF, vascular endothelial growth factor), heparin- 
bindender epidermaler Wachstumsfaktor (HB- EGF, Heparin- binding EGF-like 
growth factor) (Rosenberg et al., 1997). 
 
 
1.3.2.5 Hyaluronsäure  
Hyaluronsäure (HA) besteht aus sich wiederholenden Disaccharideinheiten von 
Glucuronsäure und N-Acetylglucosamin, die β1-3 verknüpft sind. HA ist das einzige 
GAG in der Knorpelmatrix, dass nicht sulfatiert ist. HA ist ein hochmolekulares 
Polysaccharid, dass aus einer einzelnen nicht verzweigten Kette besteht. Das 
Molekulargewicht variiert in Abhängigkeit von der Kettenlänge zwischen 0.5 und 1.6 
x 106 Da (Carney und Muir, 1988). 
Obwohl HA nur einen geringen Anteil an der Gesamtmenge von GAG in Knorpel hat 
(<6% wt/wt im menschlichen Knorpel), ist sie für die Bildung von PG-Aggregaten 
essentiell (Hardingham und Muir, 1972; Hascall und Heinegard, 1974; Carney und 
Muir, 1988). 
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Die Bildung von PG-Aggregaten erfolgt über den HA-Bindungsbereich (HABR, 
hyaluronan binding region) der G1 Domäne von Aggrekan und über Link Protein-
Moleküle. 
 
1.3.3 Proteoglykane  
Die Proteoglykane (PG) sind eine Familie von stark differenzierten Molekülen, bei 
denen eine variable Anzahl von GAG-Ketten an ein Coreprotein gebunden sind. Die 
großen Unterschiede zwischen den Molekülen innerhalb der Familie der PG sind auf 
die GAG-Zusammensetzung und die Struktur des Kern-Proteins zurückzuführen. Ihre 
physikalische Eigenschaften werden im Wesentlichen durch die langen hydrophilen 
Polysaccharidketten mit ihrer hohen Ladungsdichte bestimmt (Nishimura et al., 
1998). 
Proteoglykane sind an einer Vielzahl von biochemischen Prozessen beteiligt und in 
tierischen Zellen ubiquitär verbreitet. Aggrekan ist eines der wichtigsten 
Proteoglykane im Knorpel. Außerdem bilden kleine, leucinreiche Proteoglykane 
(SLRPs für small leucine rich proteoglycans) eine Gruppe von Proteinen der ECM 
(Iozzo, 1997). Die SLRPs aus Knorpel bestehen aus zwei Subklassen. Zu den 
Chondroitin/ Dermatansulfat Proteoglykanen gehören Decorin und Biglycan (Krusius 
und Ruoslahti, 1986; Fisher et al., 1989). Zu den Keratansulfat–SLRPs in Knorpel 
gehören: PRELP (proline arginine-rich end leucine–rich repeat proteoglycan), 
Fibromodulin und Lumican (Bengtsson et al., 1995; Grover et al., 1995; Oldberg et 
al., 1989).  
Für kleine Proteoglykane sind zum einen Protein-Protein Wechselwirkungen 
beschrieben, zum anderen können auch die Keratansulfat- bzw. Chondroitin/ 
Dermatansulfat-Ketten eine Wechselwirkung mit anderen ECM-Komponenten 
ausbilden (Font et al., 1996; Hedbom und Heinegard, 1989).  
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1.3.3.1 Aggrekan 
Ein wichtiges Mitglied der Proteoglykanfamilie ist Aggrekan. Die Größe seines 
Proteinkerns beträgt 220-240 kDa (Kiani et al., 2002). Aggrekan bildet im Knorpel mit 
Hyaluronsäure große Aggregate. Die nicht-kovalente Bindung von Aggrekan an 
Hyaluronat wird durch Link Protein stabilisiert (Hardingham und Muir, 1972; 
Hardingham und Muir, 1973). Die Bindung der G1 Domäne des Aggrekan an 
Hyaluronsäure erfolgt über eine Länge von sechs Disaccharideinheiten (Hascall und 
Heinegard, 1974). 
Die GAG-Seitenketten, die fast 90% der Masse von Aggrekan ausmachen, tragen 
zur Bildung der großen Aggregate bei (Kiani et al., 2002). Aggrekan ist das einzige 
Mitglied der PG-Familie, das so stark glykosyliert ist.  
Aggrekan hat drei globuläre Domänen (G1, G2 und G3) und drei langgestreckte 
Bereiche (die interglobuläre Domäne (IGD), KS und CS) (Abb. 6). 
Nach dem Signalpeptid folgt die N-terminale G1 Domäne. Sie wird durch den IGD-
Bereich mit der G2 Domäne verbunden. Zwischen der G2 und G3 Domäne ist ein 
Bindungsbereich für KS- und CS-Seitenketten zu finden. Jedes Aggrekan-Molekül 
enthält ca. 100 CS-Ketten, die typischerweise etwa 20.000 Da groß sind. Die Zahl 
der KS-Ketten ist geringer (bis zu 60) und sie sind in der Regel kleiner (ca. 8.000 Da) 
(Heinegard und Axelsson, 1977). Außer GAG-Ketten enthält Aggrekan auch eine 
 
 
 
Abb. 6. Schematische Darstellung von Aggrekan. 
Am aminoterminalen Ende befindet sich globuläre Domäne G1. Sie wird durch IGD-Bereich mit der
G2 Domäne verbunden. Am carboxiterminalen Ende befindet sich eine weitere globuläre Domäne
G3. Zwischen G2 und G3 Domänen liegt ein lang gestreckter GAG-substituierter Bereich mit KS-
und CS-Ketten (Hardingham und Fosang, 1992). 
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variable Anzahl von O- und N-verknüpften Oligosacchariden (Hopwood und 
Robinson, 1974).  
In hohen Konzentrationen hat Aggrekan eine starke osmotische Wirkung und zieht 
damit Wasser ins Gewebe. Alle anionischen Gruppen auf den GAG-Ketten von 
Aggrekan tragen bewegliche Gegenionen wie Na+. Daraus resultiert ein großes 
Ungleichgewicht zwischen den frei diffusionsfähigen Anionen und Kationen  
zwischen dem Knorpel und den umgebenden Geweben. 
Im Knorpel liegt ein sehr hoher Wassergehalt vor; die ECM schwillt dadurch an und 
breitet sich aus. Das ist wesentlich für die biomechanischen Eigenschaften des 
Knorpels. Auch die Anordnung von Kollagen und Aggrekan in der ECM ist sehr  
wichtig, damit sie steif und widerstandsfähig gegen Deformierung ist. Durch seine 
Eigenschaften bietet Aggrekan großen Widerstand gegen jedes osmotische 
Ungleichgewicht in der ECM. Somit ist Knorpel ein visco-elastisches Gewebe, dass 
sich wie ein steif-elastisches Polymer widerstandsfähig verhält und auch unter 
anhaltender Belastung keine unelastische Deformierung zeigt (Mow et al., 1989).  
 
1.3.3.1.1 Die G1 Domäne  
Diese Domäne besteht aus drei Bereichen: einer Immunoglobulin-Domäne, einem 
HA Bindungsbereich und den Proteoglykan Tandem-Wiederholungen (PTR). Die 
Immunoglobulin-Domäne der Aggrekan G1-Domäne entspricht der hypervariablen 
Region des Immunoglobulins und ist ungefähr 100 Aminosäuren lang. Sie wird durch 
Disulfid-Brücken stabilisiert. Über die Immunoglobulin-Domäne wird die 
Wechselwirkung zwischen der Aggrekan G1 Domäne und den Link Protein realisiert 
(Grover und Roughley, 1994). Die PTR Struktur ist in mehreren Mitgliedern der 
Familie der Proteoglykane einschließlich Versican, Neurocan und Brevican zu finden. 
Die Tandem-Wiederholungen sind an der Wechselwirkung von Aggrekan mit HA 
beteiligt und ermöglichen die Bildung großer Komplexe (Watanabe et al., 1998). 
Zusätzlich vermittelt die G1 Domäne die Wechselwirkung mit dem Link Protein und 
hält damit den Komplex in der Matrix zusammen. Die Struktur dieses Komplexes 
spielt eine kritische Rolle für die Aufrechterhaltung eines stabilen Matrixnetzes im 
Knorpel. Die G1 Domäne vermittelt auch Wechselwirkungen zwischen Chondrozyten 
und der ECM. Die Überexpression der G1 Domäne führt zu einer Reduktion der 
Adhäsionsfähigkeit von Hühnerchondrozyten in Zellkultur (Cao et al., 1998).  
1. Einleitung   20  
1.3.3.1.2 Die interglobuläre Domäne (IGD) 
Zwischen den Domänen G1 und G2 liegt die kurze IGD-Domäne. Dieser Bereich hat 
eine lang gestreckte Struktur und beinhaltet Spaltungsstellen für Matrix Metallo-
proteinasen (MMPs), Serinproteinasen und Cathepsin B (Hardingham und Fosang, 
1995; Mort et al., 1998).  
Elektronenmikroskopische Untersuchungen mit Rotationsbedampfung (Rotary 
Shadowing) haben gezeigt, dass die IGD immer 25 nm lang und relativ steif und 
unbiegsam ist (Paulsson et al., 1987; Dennis et al., 1990). Diese Festigkeit der IGD 
entsteht durch die hohe Zahl an KS-Ketten in dieser Region, die vermutlich größer ist 
als in der G2 Region (Fosang et al., 1992). Die IGD Region ist der Bereich in 
Aggrekanmolekülen, in der proteolytische Angriffe bei der pathologischen Knorpel-
Degeneration stattfinden. Die Spaltung von Aggrekanmolekülen in der IGD Region 
und damit in der Nähe der G1 Domäne bewirkt einen schnellen Verlust der gesamten 
HA-Bindungsregionen und damit der Aggregationsfähigkeit des Aggrekans. 
Bruchstücke von Aggrekanmolekülen, die in Gelenkflüssigkeit bei Knorpelschäden 
gefunden werden, weisen eine G1 Region auf (Saxne und Heinegard, 1992).  
 
1.3.3.1.3 Die G2 Domäne  
Die G2 Domäne besteht aus zwei Proteoglykan Tandem-Wiederholungen, die 
denjenigen der G1 Region sehr ähnlich sind. Insgesamt zeigen die G1 und die G2 
Domäne eine Ähnlichkeit von etwa 67% in der Aminosäurensequenz. Für die G2 
Domäne ist gezeigt worden, dass sie 100 CS und 60 KS-Seitenketten gebunden 
trägt (Fosang und Hardingham, 1991). 
 
1.3.3.1.4 Die KS-Domäne 
Die KS-Domäne ist, wie die G2 Domäne, Bindungsbereich für Keratansulfat. In 
dieser Region sind ungefähr 30 KS-Ketten gebunden, die O-glykosidisch mit 
Threonin oder Serin verknüpft sind (Hopwood und Robinson, 1974). KS-Ketten von 
Aggrekan des Rinds haben eine Molekularmasse von ungefähr 10 kDa (Hascall and 
Riolo, 1972). Die Struktur der KS-Ketten hängt vom Gewebe ab. KS von belastungs-
tragenden Geweben (Gelenkknorpel und Zwischenwirbelplatten) enthalten 1-3 
Fucosylreste und 2-6 N-Acetyl Neuraminsäurereste (Nieduszynski et al., 1990).  
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Die Aminosäurensequenz dieser Region ist speziesspezifisch. Die potenzielle 
Sequenz für die Bindung von KS-Ketten im Menschen ist E-(E/K) P-F-P-S oder E-E-
P-(S/F)-p-s (Doege et al., 1991).  
Kürzlich wurde beobachtet, dass die KS Region eine Rolle bei der Prozessierung  
von Aggrekan spielt (Kiani et al., 2002).  
 
1.3.3.1.5 Die CS-Domäne  
Die CS-Domäne hat den größten Anteil am Aggrekan. Dort sind etwa 100 
Chondroitinsulfat-Ketten gebunden. Diese Domäne besteht aus etwa 120 Ser-Gly 
Dipeptid-Wiederholungen (Krueger et al., 1990). Negativ geladene Chondroitinsulfat-
Ketten in der CS-Domäne erfüllen die Hauptfunktion des Aggrekan als 
Strukturproteoglykan, nämlich die Fähigkeit einen großen Anteil des Wassers in der 
extrazellulären Matrix zu halten. 
  
1.3.3.1.6 Die G3 Domäne 
Die G3 Domäne besteht aus drei Modulen: der EGF-ähnlichen Domäne, der CRD 
(Lectin ähnlichen Domäne) und der CBP (complement–regulatory protein) Region 
(Doege et al., 1991).  
Funktionell bindet das CRD Modul von Aggrekan an Fucose und Galactose (Halberg 
et al., 1988). Neuerdings wurde bekannt, dass die G3 Region die Bindung von GAG-
Ketten regelt und die Sekretion von Aggrekan beeinflussen kann (Kiani et al., 2002). 
Aggrekan ohne die G3 Region wird nicht durch GAG modifiziert und als Folge 
dessen nicht sekretiert.  
 
1.3.3.2 Kleine Proteoglykane 
 
1.3.3.2.1 Biglycan 
Biglycan gehört zu der Familie kleiner Leucin-reicher Proteoglykane (LRR, leucine-
rich repeat). Biglycan besteht aus 12 Wiederholungen von 24 Resten, die zu 80% mit 
anderen kleinen PG wie Decorin und Fibromodulin homolog sind (Fisher et al., 
1989). Es enthält zwei kovalent gebundene CS/DS GAG-Ketten. GAG-
Bindungsstellen sind bei Biglycan für die Serinreste 5 und 11 beschrieben (Neame et 
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al., 1989). Die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese zeigt, dass das 
durchschnittliche Molekulargewicht von Biglycan 200 kDa ist, und dass das Protein 
nach dem Abbau der CS/DS-Kette mit Chondroitinase nur noch eine Größe von 44 
kDa hat (Roughley und White, 1989; Kresse et al., 1993). Es wurde eine selektive 
Bindung von Biglycan an Kollagen VI nachgewiesen (Wiberg et al., 2001). Schönherr 
et al. konnten in vitro demonstrieren, dass Biglycan Typ I Kollagen binden kann 
(Schonherr et al., 1995). Biglycan befindet sich an der Zelloberfläche von Myoblasten 
und Endothelzellen (Gotz et al., 1997). Im Knorpel ist Biglycan meistens in der 
perizellulären Matrix lokalisiert (Miosge et al., 1994). Biglycan kann als Speicher oder 
Modulator von Wachstumsfaktoren der TGF-β-Familien wirken (Hildebrand et al., 
1994). 
 
1.3.3.2.2 Decorin 
Decorin ist ebenfalls ein Mitglied der Familie kleiner Leucin-reicher Proteoglykane. 
Es ist im aminoterminalen Bereich mit einer CS/DS-Kette substituiert (Sawhney et 
al., 1991). Eine zweifachglykosylierte Form von Decorin ist in Hühnerknorpel 
nachgewiesen worden (Blaschke et al., 1996). Die Proteinstruktur von Decorin 
umfasst 11 Leucin-reiche Domänen, die aus 23 Aminosäureresten bestehen. Die 
Sequenz ist mit der von Biglycan und Fibromodulin homolog (Roughley und White, 
1989). Decorin hat eine durchschnittliche molekulare Masse von 98 kDa, wobei dem 
Coreprotein 43 bis 47 kDa zuzurechnen sind. Die Unterschiede sind auf den 
Glykosylierungsgrad des Coreproteins zurückzuführen (Roughley und White, 1989; 
Kresse et al., 1993; Ramamurthy et al., 1996). 
Bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde die Lokalisation von Decorin 
an Kollagenfibrillen in verschiedenen Geweben beobachtet, wie z.B. in der Plazenta 
(Ruoslahti, 1988), in der Haut (Fleischmajer et al., 1991) und im Knorpel (Miosge et 
al., 1994). Interessanterweise wurde für Decorin in vitro gezeigt, dass es die 
Fibrillogenese des Kollagens Typ I und II hinsichtlich des Fibrillendurchmessers 
beeinflussen kann (Vogel et al., 1984). In Bindungsstudien von Decorin und 
Kollagen I konnte gezeigt werden, dass Protein-Protein-Wechselwirkungen 
ausgebildet werden. Außerdem ist nicht auszuschließen, dass GAG-Ketten die 
Wechselwirkung zwischen Kollagen und Decorin zusätzlich stabilisieren können 
(Hedbom und Heinegard, 1993). Analog zu Decorin wurde für Fibromodulin und 
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Lumikan gezeigt, dass sie an Kollagen Typ I und II binden können. Allerdings sind 
beide Proteoglykane im Vergleich zu Decorin an einer anderen Stelle der 
Kollagenmoleküle lokalisiert (Svensson et al., 2000). 
Von Hagg et al. wurde gezeigt, dass Decorin nicht auf allen Kollagenfibrillen im 
Knorpel nachweisbar ist. Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen mit 
Antikörpern gegen Decorin und Kollagen IX konnte gezeigt werden, dass Decorin 
bevorzugt an dickeren (mehr als 25 nm) Fibrillen zu finden ist, an die es nicht 
kovalent meistens in den Gap-Regionen der Kollagenfibrillen assoziiert ist (Hagg et 
al., 1998).  
Durch Bindungsstudien mit anderen Proteinen wurde gezeigt, dass Decorin in der 
Lage ist, nichtfibrilläres Kollagen VI (Bidanset et al., 1992), Fibronektin (Schmidt et 
al., 1991), Thrombospondin (Winnemoller et al., 1992) und TGFβ (Hildebrand et al., 
1994) zu binden. Es wurde auch gezeigt, dass Decorin die biologische Aktivität von 
TGFβ verringert (Yamaguchi et al., 1990).  
Die Funktion von Decorin in der ECM ist somit vielseitig. Decorin ist zum einen an 
der Organisation und Aufrechterhaltung von Fibrillen beteiligt. Durch Bindung von 
Wachstumsfaktoren übt es andererseits einen Einfluss auf die Zellen aus. 
 
1.3.3.2.3 Fibromodulin  
Fibromodulin ist das dritte Mitglied der Familie kleiner Leucin-reicher PG. 
Fibromodulin wurde zuerst aus artikulärem Knorpel als 59 kDa Protein isoliert und 
danach auch in Sehnen, der Aorta und der Haut nachgewiesen (Heinegard et al., 
1986). Es hat dieselbe Domänen-Struktur wie Decorin und Biglycan. Im Knorpel ist 
es reichlich vorhanden: zwischen 0.1 zu 0.3% des Feuchtgewichts besteht aus 
Fibromodulin (Heinegard et al., 1986; Oldberg et al., 1989). In Fibromodulin konnten 
N-verknüpfte KS-Ketten nachgewiesen werden (Plaas et al., 1990). Allerdings 
wurden Unterschiede zwischen KS-Ketten des Fibromodulins in artikulärem und nicht 
artikulärem Knorpel gezeigt. KS-Ketten in artikulärem Knorpel besitzen (α2-6)-
verknüpfte N-Acetylneuraminsäurereste und (α1-3)-verknüpfte Fucosereste. In nicht 
artikulärem Knorpel wird Fucose durch (α1-3)-Verknüpfung an sulfatierte N-
Acetylglucosaminreste gekoppelt (Lauder et al., 1996; Lauder et al., 1997). 
Fibromodulin ist dazu fähig, in vitro Kollagen Typ I und II zu binden und die 
Fibrillogenese zu hemmen (Hedbom und Heinegard, 1989). Es gibt Hinweise, dass 
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Fibromodulin mit Kollagenfibrillen assoziiert ist (Hedbom und Heinegard, 1993). 
Fibromodulin ist besonders an den Gap-Regionen der Kollagenfibrillen zu finden 
(Hedlund et al., 1994). Es ist auch bekannt, dass mit zunehmendem Alter eine 
Änderung in der Zusammensetzung der KS-Ketten stattfindet. Die vorwiegende 
Position (α2-6)-verknüpfter N-Acetylneuraminsäure (NeuAc) in KS-Ketten von 
Fibromodulin könnte den Fibrillendurchmesser und die Wechselwirkung zwischen 
Fibrillen und ECM beeinflussen (Lauder et al., 1998). 
Die Bindung an TGFβ erfolgt auf ähnliche Weise wie bei Decorin (Yamaguchi et al., 
1990). 
 
1.3.3.2.4 Lumikan 
Lumikan ist ein Keratansulfat–Proteoglykan und wurde zuerst in der Cornea von 
Hühnern gefunden (Blochberger et al., 1992). Die KS-Bindungsstellen in Lumican 
befinden sich an Asparaginresten im Bereich der Leucin-reichen Domänen (LRR) 
(Dunlevy et al., 1998). Lumican der Cornea hat ausschließlich Typ I KS 
(Funderburgh, 2000). Die Zusammensetzung und Struktur von Lumikan ist alters- 
und gewebeabhängig. In fötalem Gewebe ist Lumican vorwiegend als 
Proteoglykanform und in adultem als Glykoproteinform vorhanden (Grover et al., 
1995). Die Glykosaminoglykanketten können auch ohne Sulfatgruppe vorkommen. 
Unsulfatiertes Lumican wird in Cornea, Epithelien und Epidermis exprimiert (Ying et 
al., 1997). 
Lumican kann aufgrund seiner Wechselwirkungen mit Kollagenen die in vitro 
Fibrillogenese beeinflussen (Rada et al., 1993). Für Lumican und Fibromodulin 
wurden Bindungsstudien mit anderen Proteinen durchgeführt. So konnte eine 
Bindung an Kollagen I, II (Hedbom und Heinegard, 1993) und TGF-β (Hildebrand et 
al., 1994) nachgewiesen werden. In Bindungsstudien mit Kollagen Typ I wurde 
gezeigt, dass Lumican und Fibromodulin die gleiche Bindungsstelle erkennen 
(Svensson et al., 2000). Es ist noch nicht ganz klar, ob die KS-Kette oder das 
Coreprotein die entscheidende Rolle bei der Wechselwirkung zwischen 
verschiedenen ECM-Molekülen spielen (Melching und Roughley, 1999). 
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1.3.4 Weitere Matrix-Proteine 
1.3.4.1 Link Protein  
Die Hauptfunktion des Link Proteins (LP) ist die Aggregatbildung von Aggrekan-
Coreproteinen mit Hyaluronsäure.  
Bei den Link Proteinen im menschlichen Gelenkknorpel können drei verschiedene 
Typen unterschieden  werden: Linkprotein 1, 2 und 3 (LP 1-3). Sie sind 48, 44 und 
41 kDa groß. Die unterschiedlichen Strukturen sind das Resultat unterschiedlicher 
post-translationaler Modifikationen (Le Gledic et al., 1983). LP 1 und 2 unterscheiden 
sich in ihrem Glykosylierungsgrad. LP 1 hat ein zusätzliches N-glykosyliertes 
Oligosaccharid an der Position 6 (Liu et al., 1992). LP 3 hat einen kürzeren 
Proteinkern als LP 1 und LP 2, was auf das Fehlen eines sechzehn Aminosäure - 
langen Peptid-Restes zurückzuführen ist (Nguyen et al., 1989). Dadurch wird die 
Fähigkeit von LP 3 mit Aggrekan zu interagieren jedoch nicht beeinträchtigt (Martin 
und Dean, 1991). Es wird angenommen, dass LP 3 durch proteolytische Spaltung 
von größerem LP an seinem N-Terminus ensteht. 
Eine gängige Vorstellung ist, dass die Bindung von LP und PG in erster Linie auf 
hydrophoben Wechselwirkungen beruht, denn die Aggregatbildung wird durch die 
Modifizierung von basischen Aminosäuren weniger betroffen als die Bindung der 
Proteine mit HA (Bayliss et al., 1983). Über die Kontrolle der Aggregatbildung 
außerhalb der Zelle ist wenig bekannt, auch der Mechanismus der Positionierung der 
Aggregate in der extrazellulären Matrix ist bisher kaum verstanden. 
 
1.3.4.2 Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP)  
Wegen der strukturellen Ähnlichkeit wird COMP als Mitglied der Thrombospondin 
(TSP) Familie identifiziert (Oldberg et al., 1992). Alle Mitglieder der TSP- Familie 
haben eine Oligomerisierungsdomäne (cc), drei oder vier globuläre EGF-Domänen, 
Ca 2+-bindende Typ 3 Domänen und eine TC-Domäne (carboxy-terminal globular 
domain) (Abb. 7). 
Am Aminoterminus besitzt COMP eine lange  α-helikale Pentamerisierungsdomäne 
(CC-Domäne). Fünf  α-Helices bilden umeinandergewunden eine superspiralisierte 
α-Helix (coiled-coil). Nach der Pentamerisierung wird die Superhelix durch 
intermolekulare Disulfidbrücken zwischen den benachbarten Einzelketten fixiert 
(Malashkevich et al., 1996). Die Pentamerisierungsdomäne ist über eine kurze 
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Aminosäurebrücke mit den vier aufeinanderfolgenden EGF-ähnlichen Domänen 
verbunden. Die EGF Domänen, nach dem epidermalen Wachstumsfaktor benannt, 
sind globulär und bestehen aus 5 kurzen β-Faltblattstrukturen, die durch drei 
Disulfidbrücken stabilisiert werden (Baron et al., 1992). Diese Region des COMP-
Moleküls erfüllt strukturelle Aufgaben. An die EGF Domänen schließen sich die Typ 3 
Domänen an. Diese Domänen vermitteln eine wichtige Fähigkeit von COMP – die 
Kalziumbindung (Lawler und Hynes, 1986).  
Mutationen in den Ca 2+-bindenden Typ 3 Domänen verursachen beim Menschen 
Pseudoachondroplasie (PSACH) und Multiple Epiphysäre Displasie (MED) (Briggs et 
al., 1995). Es wurden bisher insgesamt 50 COMP-Mutationen identifiziert, die 
Krankheiten verursachen. In den meisten Fällen (60%) sind Aspartat-Reste betroffen, 
die bei COMP u.a. an der räumlichen Koordination der Ca 2+ -Ionen beteiligt sind. 
Den Carboxyterminus von COMP bildet eine globuläre TC-Domäne. Diese kommt 
auch in TSP 1 – 4 vor. COMP vermittelt über diese Domäne Wechselwirkungen mit 
den tripelhelikalen Regionen der Kollagene Typ I und II (Rosenberg et al., 1998). Es 
wird vermutet, dass dadurch die Organisation von Kollagenfibrillen ermöglicht wird. 
COMP ist vor allem mit Galactosamin, Glucuronsäure, Glucosamin und Galactose N-
glykosyliert, es hat aber keine KS–Ketten (Hedbom et al., 1992; Zaia et al., 1997). 
Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen wurde die Struktur der Moleküle 
bestimmt. Die fünf Monomere sind an den N-terminalen Enden miteinander 
verbunden und  bilden eine zylindrische Struktur von 7,7 nm Länge und 3,3 nm 
Durchmesser (Morgelin et al., 1992; Efimov et al., 1996). Die vier EGF- und die Typ 3 
Domänen sind zu einem Stapel angeordnet. Die aminoterminale globuläre TC-
Domäne hat einen Durchmesser von 4,8 nm.  
Das Molekulargewicht des ganzen Pentamers beträgt 524 kDa. Die monomere 
COMP-Untereinheit ist 82 kDa groß (Hedbom et al., 1992)  
COMP wurde in der extrazellulären Matrix im artikulären, nasalen und trachealen 
Knorpel, aber auch in Sehnen und Bändern identifiziert (Hedbom et al., 1992; 
 
 
Abb. 7. Domänenaufbau von COMP (nach Thur et al., 2001 ) 
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Morgelin et al., 1992; Oldberg et al., 1992). Im fötalen Knorpel wird COMP in der 
proliferativen Zone der Wachstumsfuge hauptsächlich territorial gefunden (Hedbom 
et al., 1992). Im adulten Knorpelgewebe ist COMP vor allem in der interritorialen 
Region der Tangentialzone immunohistochemisch nachweisbar (Di Cesare et al., 
1995). Es wird bei der Osteoarthrose auch in Gelenkflüssigkeit und Blutplasma 
gefunden (Saxne und Heinegard, 1992; Neidhart et al., 1997). 
Die pentamere Struktur des COMPs bietet die Möglichkeit für multivalente 
Wechselwirkungen mit anderen großen Strukturen im Gewebe. COMP von Rindern 
und Menschen besitzt RDG-Sequenzen, die eine Rolle bei der Zelladhäsion spielen 
könnten (Di Cesare et al., 1994). 
 
1.4 Normale Wechselwirkungen der Matrixkomponenten im 
Knorpel 
Der normale, sich gegenseitig ausgleichende Auf- und Abbau von Aggrekan und 
anderen PG im Knorpel findet während des gesamten Lebens statt. Mit 
zunehmendem Alter kommt es jedoch zu beträchtlichen Veränderungen der 
physikalischen Eigenschaften der Knorpelmatrix. Die Abnahme der Hydratation der 
Matrix führt zu einer wachsenden Steifheit des Knorpels. Bei einer mechanischen 
Belastung kann dann weniger Wasser im Knorpel absorbiert werden und es kommt 
zu einer verstärkten Übertragung von Druckkräften auf subchondrale Strukturen. Das 
führt unvermeidlich zu einer verminderten Funktionalität des Gelenks in seiner 
Gesamtheit. 
Obwohl sich die Anzahl der Chondrozyten im Gelenkknorpel mit dem Alter nur wenig 
ändert, werden teilweise starke quantitative Veränderungen in verschiedenen Zonen 
des Gewebes beobachtet. Insbesondere können die Chondrozyten fast vollständig 
aus der Tangentialzone verschwinden, während sich die Zellpopulation in der 
Radiärzone vergrößert. Adams und Horton berichteten, dass sie bei erwachsenen 
Ratten und Mäusen mit zunehmendem Alter eine verstärkte Apoptose der 
Chondrozyten beobachteten (Adams und Horton, 1998). Bei Experimenten in vitro 
wurde gezeigt, dass mit zunehmendem Alter die Empfindlichkeit der humanen 
Chondrozyten gegenüber Interleukin-1 (IL-1) und TNFα (tumor necrosis factor α) 
zunimmt (Hickery et al., 1990). Es ist aber bekannt, dass IL-1β und Retinoinsäure die 
PG-Synthese in Chondrozyten verringern. Andererseits verringert sich mit dem Alter 
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die Expression des TGF-β1 (transforming growth factor-β1), der eine verstärkte PG-
Synthese induziert (Iqbal et al., 2000). 
Auch Struktur, Anordnung und Position von Komponenten der ECM verändern sich 
in alterndem Knorpelgewebe. 
Der normale Turnover des Aggrekans beinhaltet die Spaltung in verschiedenen 
Bereichen der G1 und G2 Domänen (Ratcliffe et al., 1986). Es wird selektiv in der 
GAG-reichen Region der Aggrekanmoleküle abgebaut. Durch die Spaltung in der 
Nähe der G2 Domäne des Aggrekans werden die GAG-Ketten an der Bindungstelle 
zum Core-Protein abgespalten. Die entstehenden Fragmente werden vom Gewebe 
langsam freigesetzt. Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) spielen eine wichtige Rolle 
bei dem normal regulierten Abbau des Aggrekans. Die Spaltung erfolgt durch 
Stromelysin-1 und MMP-8 (Flannery et al., 1992; Fosang et al., 1994). Die Spaltung 
durch Aggrekanase trägt ebenfalls zum proteolytischen Abbau von Aggrekan bei 
(Lohmander et al., 1993). Die Analyse von Aggrekanspaltfragmenten aus Knorpel-
Explantatkulturen, die mit IL-1β stimuliert wurden, ergaben eine Spaltsstelle in der 
IGD bei der Aminosäureposition Glu373-Ala374. Sie wird in der Literatur als 
Aggrekanase-Spaltstelle beschrieben (Sandy et al., 1991). Die 
immunhistochemische Analyse zeigt, dass die Produkte des Aggrekanaseabbaus im 
fötalen Knorpel hauptsächlich in der Tangentialzone lokalisiert sind. Im adulten 
Knorpel hingegen sind sie gleichmäßig verteilt (Bayliss et al., 2001). 
Der mit dem Alter stark zunehmende Abbau von Aggrekan führt zu einem erhöhten 
Verlust freier Bindungs-Domänen der PG, die für die Bindung an HA verantwortlich 
sind. Das Link Protein (LP) ist ebenfalls empfindlich gegenüber MMP. Durch den 
verstärkten proteolytischen Abbau von LP kommt es zu einem Mangel an 
vorhandenen HA-Bindungsstellen. Dadurch wird die Bildung von Aggregaten 
beeinträchtigt. Dies bedeutet eine Abnahme der Gesamtgröße der aufgebauten PG-
Aggregate (Nguyen et al., 1991; Hughes et al., 1992).  
Der Vergleich von adultem und fötalem Gewebe zeigt, dass das Verhältnis der 
mRNA von Aggrekan zu der von LP verändert. Der Anteil von LP mRNA ist in 
fötalem Gewebe höher als in adultem Gewebe (Bolton et al., 1996). 
Mit zunehmendem Alter kommt es zu Unterschieden in der regionalen Verteilung von 
4- und 6-sulfatierten CS-Ketten im Aggrekan. Im sich entwickelnden Knorpel sind die 
4-sulfatierten Disaccharide hauptsächlich in der Radiärzone lokalisiert. Mit 
zunehmendem Alter steigt der Anteil von 6-sulfatierten Disacchariden. Diese 
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Unterschiede in der Verteilung und Zusammensetzung von Zuckerketten sind das 
Resultat der post-translationalen Prozessierung des Aggrekan Core-Proteins und 
Veränderungen der Aktivität der Sulfotransferase in den Chondrozyten (Bayliss et al., 
1999). Innerhalb der Altersperiode zwischen 10 und 20 Jahren steigt der Anteil von 
N-Acetylgalactosamin (GalNAc) 6-sulfatierten Ketten im Chondroitinsulfat von 43% 
bis auf 75% an. Hingegen sinkt der Anteil von nicht-sulfatierten GalNAc Einheiten 
von 30% auf 20% und die Menge an 4-sulfatierten GalNAc Einheiten nimmt von 25% 
auf 6% ab (Lauder et al., 2001).  
Es gibt ebenfalls Anzeichnen für Änderungen an KS mit zunehmendem Alter. Die 
synthetisierten Aggregate haben einen höheren Anteil von längeren KS-Ketten 
(Huckerby et al., 1999). Die Änderungen der Größe und Anzahl der PG Aggregate 
führt letztendlich zu einer Beeinträchtigung ihrer wichtigsten Funktion, dem 
osmotischen Gleichgewicht im Knorpel (Maroudas, 1979).  
Das Fibrillennetzwerk bleibt im Vergleich zu PG ziemlich stabil. Die 
Kollagentripelhelix ist äußerst resistent, nur wenige Proteasen aus der MMP-Familie, 
wie MMP-1, MMP-3, MMP-8 und MMP-13, können Kollagene spalten (Bank et al., 
1998). 
Die mit dem Alter auftretenden Änderungen in der Knorpelmatrix können wichtige 
Hinweise auf die Prozesse bei Entstehung und Verlauf von arthrotischen 
Erkrankungen liefern. Die altersbedingten Änderungen im Gelenkknorpel sind jedoch 
von denjenigen zu unterscheiden, die infolge krankhafter Prozesse auftreten. 
 
1.5 Pathologische Wechselwirkungen bei der Osteoarthrose 
Die primäre Osteoarthrose (OA) ist eine weitverbreitete Erkrankung, die mit einer 
fortschreitenden chronischen Zerstörung des Gelenkknorpels einhergeht. 
Degenerative Gelenkerkrankungen (OA) gehören zu den am weitesten verbreiteten 
chronischen Erkrankungen der Bevölkerung, von denen ca. 190 Millionen Menschen 
weltweit betroffen sind. 
Unter einer Osteoarthrose versteht man eine Erkrankung des Gelenkknorpels, 
welche mit der Umbildung des knorpelnahen Knochens einhergeht und Schmerzen, 
Schwellungen, Bewegungseinschränkungen und Deformierungen der Gelenke 
verursacht.  
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Das Auftreten von arthrotischen Erkrankungen korreliert stark mit dem Alter. Die 
mittlerweile nachgewiesenen altersbedingten Veränderungen der Chondrozyten und 
die damit verbundenen Veränderungen in der Knorpelmatrix sind dabei 
wahrscheinlich wesentlich für den Beginn und den Verlauf der Erkrankung (Aigner 
und McKenna, 2002). Die genaue Ursache für die arthrotischen Veränderungen im 
Vergleich zu den normalen Alterungsprozessen ist aber immer noch unklar.  
Wie schon beschrieben, besteht die ECM des Knorpels vorwiegend aus einem 
Kollagen-Netz, PG und Wasser. Für die Matrixstabilität sind Wechselwirkungen 
zwischen den Fibrillen und der extrafibrillären Matrix sehr wichtig. Bei der 
Osteoarthrose wird die Knorpelmatrix nachhaltig verändert. Dies führt zu einem 
fortschreitenden Verlust von verschiedenen Funktionen. Neben Veränderungen der 
Matrixmoleküle kommt es zu einer Destabilisierung von fibrillären Strukturen, wie z.B. 
dem Kollagen-Netz, und zu einer Änderung in der Zusammensetzung der 
Matrixmoleküle (Stoop et al., 2001). Unter den Proteoglykanen, die im Knorpel zu 
finden sind, spielt das Aggrekan eine entscheidende Rolle für die ordnungsgemäße 
Funktion des Gelenkknorpels. Man weiß, dass sich bei der Arthrose das 
Gleichgewicht von Neubildung und Abbau von Matrixmolekülen zugunsten des 
Abbaus verschiebt. Es kommt zu Störungen in der übergeordneten Netzwerkstruktur 
der Aggrekanmoleküle. Der proteolytische Abbau von Aggrekan bei OA ist intensiv 
untersucht worden. Im OA-Knorpel sind verschiedene Aggrekan-Bruchstücke mit 
unterschiedlichen Spaltungsstellen zu finden (Lohmander et al., 1993; Fosang et al., 
1996; Sandy und Verscharen, 2001).  
Diese Proteoglykanfragmente entstehen hauptsächlich durch die Aktivitäten von 
proteolytischen Enzymen, die vor allem zur Familie der Matrix-Metalloproteinasen 
(MMPs) gehören. MMP-1, -2 -3 -7,-8,-9 und -13 spalten in vitro hauptsächlich die 
Aminosäureposition Asp341-Leu342 in der IGD Domäne von Aggrekan (Fosang et 
al., 1994; Fosang et al., 1996). Auch erhöhte Aktivitäten von Aggrekanase und 
ADAM-10 (a disintegrin and metalloproteinase-10) gehen mit einer verstärkten 
Aggrekanproteolyse im OA-Knorpel einher (Shlopov et al., 1997; Chubinskaya et al., 
1998; Ohta et al., 1998). Das Gleichgewicht zwischen Knorpel aufbauenden und 
abbauenden Prozessen wird durch Zytokine reguliert. Der verstärkte proteolytische 
Abbau von Matrixbestandteilen durch MMPs spiegelt die verstärkte 
Zytokinexpression durch die Chondrozyten in den obersten Knorpelschichten wieder. 
Es wurde z.B. über eine verstärkte Bildung von IL-1ß sowie über ein erhöhtes Niveau 
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von IL-1 mRNA im menschlichen OA Knorpel berichtet (Attur et al., 1998; Attur et al., 
2000). Es wurde auch gezeigt, dass sowohl IL-4 als auch TNFα in 
Gelenkchondrozyten von Patienten mit OA vorhanden sind. Es kann angenommen 
werden, dass die Zytokine, besonders IL-1 und TNFα, Schlüsselregulatoren bei der 
proteolytischen Degeneration im OA Knorpel sind (Tanabe et al., 1996). 
Bei OA können zwei Phasen in der Änderungen der PG-Zusammensetzung 
unterschieden werden. Die erste Phase ist durch den Abbau von PG 
gekennzeichnet. In der zweiten Phase konnten hingegen Reparaturprozesse an der 
Matrix beobachtet werden (Rizkalla et al., 1992). Die Chondrozyten versuchen den 
schleichenden Abbau der Matrix durch eine verstärkte Synthese neuer Bestandteile 
zu kompensieren. Es gibt Beweise, dass in OA Knorpel neues Aggrekan intensiv 
synthetisiert wird, um den Verlust zu kompensieren (Rizkalla et al., 1992). Es wurde 
über eine Zunahme der mRNA für Aggrekan, Decorin, Biglycan, Fibromodulin, LP 
und Kollagen II im menschlichen OA Knorpel berichtet (Cs-Szabo et al., 1995; 
Matyas et al., 1995). Eine experimentelle OA-Studie mit Tieren zeigte, dass eine 
Zunahme von Aggrekan mRNA beobachtet werden konnte (Gaffen et al., 1997). Eine 
Arbeit von Aigner zeigt, dass wenn die Synthese von Kollagen II und Aggrekan in der 
oberen Knorpelschicht vermindert ist, sie gleichzeitig in der unteren Knorpelschicht 
erhöht wird. Kollagen III wird ebenfalls überexprimiert. Lediglich die Menge von Typ I 
Kollagen bleibt unverändert (Aigner et al., 1997a; Aigner et al., 1997b). Trotz dieser 
potenziellen Zunahme in der biosynthetischen Aktivität liegt ein Nettoverlust von 
Matrixbestandteilen vor, denn die Balance zwischen Synthese und Abbau ist gestört.  
Andererseits werden im OA Knorpel Matrixmoleküle gefunden, die unter nicht 
pathologischen Bedingungen im Knorpel nicht detektiert werden. So wurde bei OA 
eine verstärkte Expression des Kollagens Typ X - eines für hypertrophe 
Chondrozyten spezifischen Kollagens - im Gelenkknorpel beobachtet. 
Möglicherweise trägt die Beschädigung der oberen Knorpelschicht bei OA zur 
Entstehung von hypertrophen Chondrozyten bei (Poole et al., 1993; Walker et al., 
1995). Bei Chondrozyten im OA Knorpel wurde auch Osteocalcin (OC), ein Marker 
für reife Osteoblasten, gefunden. OC wird normalerweise in posthypertrophen 
Chondrozyten in der epiphysealen Wachstumsfuge gefunden. In späteren Stadien 
von OA konnte eine erhöhte Expression der OC mRNA in der Tidemark-Zone 
festgestellt werden. Das OC mRNA Signal nahm mit der Schwere der OA zu. Dabei 
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zeigten Chondrozyten aus den unteren Knorpelschichten das stärkste Signal (Pullig 
et al., 2000). 
Ein weiteres Matrixmolekül, das zu Entstehung und Progression von OA beiträgt, ist 
COMP. Der Anteil von COMP ist bei OA erhöht (Recklies et al., 1998). COMP in 
Gelenkflüssigkeit könnte daher ein Marker für den Knorpelabbau sein (Neidhart et 
al., 1997). Weiterhin konnte bei Patienten mit OA eine erhöhte Menge von 
Fibronectin-Bruchstücken in der Gelenkflüssigkeit gemessen werden (Xie et al., 
1992; Homandberg, 2001).  
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1.6 Aufgabenstellung 
 
Knorpel ist ein hochspezialisiertes Gewebe, dessen Eigenschaften auf komplizierte 
Wechselwirkungen zwischen unterschiedlichen Molekülen zurückzuführen ist. Er ist 
eine netzwerkartige Struktur, bei der sowohl Synthese- als auch Abbaumechanismen 
der verschiedenen Komponenten nur wenig verstanden sind. 
Das Verständnis von Struktur und Funktionen und der Wechselwirkungen zwischen 
den Molekülen der ECM ist der Schlüssel für die Behandlung und die Prophylaxe 
degenerativer Gelenkerkrankungen. Welche besondere Rolle die fibrillenassoziierten 
Komponenten bei den degenerativen Prozessen spielen, ist bis heute nicht bekannt. 
Diese Komponenten sollen im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit näher 
charakterisiert werden. 
Es ist nicht auszuschließen, dass weitere unbekannte fibrillenassoziierte Moleküle 
gefunden werden. Die Wechselwirkung zwischen Fibrillen und anderen ECM-
Bestandteilen findet in einem Gewebe statt, in dem die Komponenten schwer löslich 
sind. Treten diese Wechselwirkungen ein, geschieht dieses an der 
Fibrillenoberfläche. Das Ziel dieser Arbeit ist, mehr über die Funktion komplexer 
Wechselwirkungen zwischen Oberflächenkomponenten einerseits und Fibrillen 
andererseits zu erfahren. 
Um dieses Ziel zu erreichen, ist insbesondere folgende Fragestellung zu 
berücksichtigen:  
Welche Moleküle vermitteln Wechselwirkungen zwischen der fibrillären und der 
extrafibrillären Matrix ?  
Zur Aufklärung dieser Mechanismen soll ein Panel monoklonaler Antikörper (mAk) 
hergestellt werden, mit denen Fibrillenoberflächenmoleküle identifiziert werden 
können. Die Antigene sollen durch Immunisierung mit mechanisch fragmentierter 
Gelenkknorpelmatrix gewonnen werden. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Herstellung nativer Fibrillenfragmente 
Nach klinischer Beurteilung wurde normaler adulter menschlicher artikulärer Knorpel 
aus dem Kniegelenk wurde vom Knochen präpariert und in PBS gewaschen. Alle 
weitere Schritte wurden bei 4°C durchgeführt. Der Knorpel wurde in PBS mit 
Proteaseinhibitoren aufgenommen (10 ml Puffer auf 1 g Gewebe). Es wurden 
folgende Proteaseinhibitoren zugesetzt: 10 mM N-Ethylmaleimid; 10 mM Benzamidin 
HCl; 20 mM EDTA; 0,1mM PMSF.  
Das Gewebe wurde zerkleinert und mit dem Polytron homogenisiert. Die Extrakte 
wurden bei 27.000 g für 30 min zentrifugiert, um unlösliche Bestandteile zu 
entfernen. Die Überstände wurden anschließend bei 115.000 g für 2 Stunden 
zentrifugiert. Das Pellet wurde in PBS ohne Proteaseinhibitoren aufgenommen und 
erneut bei 115.000 g für 2 Stunden zentrifugiert. Das dadurch entstandene Pellet 
enthält Fibrillen und fibrillenassoziierte Matrixbestandteile im nativen Zustand. Das so 
gewonnene Material wurde für die Immunisierung von Mäusen verwendet.  
Auf gleiche Weise wurden Fibrillenfragmente aus Sterna von 17 Tage alten 
Hühnerembryonen für weitere Analysen hergestellt. 
2.2 Herstellung monoklonaler Antikörper 
2.2.1 Immunisierung der Mäuse 
Knorpelextrakt mit den darin enthaltenen Fibrillenfragmenten wurde zur 
Immunisierung von Mäusen des Stamms DBA/2 eingesetzt. Die Immunisierung 
erfolgte intraperitoneal. Den Mäusen wurde ca. 4 Monate lang im Abstand von 3-4 
Wochen jeweils 50 µl des Fibrillengemisches zusammen mit der gleichen Menge 
komplett Freunds Adjuvants injiziert. 
Die Blutentnahme (ca. 0,2ml) erfolgte aus der Schwanzvene der Mäuse. Das 
entnommene Blut wurde zur Entfernung der zellulären Fraktionen 30 min bei 37°C 
inkubiert. Die unlöslichen Bestandteile wurden durch Zentrifugation (15000 rpm, 45 
min, 4°C) entfernt.  
Zur Bestimmung des Titers wurde das Serum der Tiere nach 4 Monaten der 
Immunisierung etwa alle zwei Wochen in verschiedenen Verdünnungen mittels 
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Western Blot und ELISA getestet. Nach Erreichen eines Titers von 1:10000 in sechs 
Monaten wurde die Immunisierung gestoppt und die Milzzellen der immunisierten 
Maus für eine Fusion verwendet. 5 Tage vor der Zellfusion wurden die Tiere mit 
100 µl Fibrillengemisch ohne Freunds Adjuvant geboostert. 
 
2.2.2 Herstellung der Feeder – Layer 
Das Wachstum von Hybridomzellen wird durch von Makrophagen sezernierte 
Interleukine und Zell-Zell-Kontakte gefördert. Die Beschichtung der zur Fusion 
verwendeten 96-Loch-Platten mit Peritonealmakrophagen fördert somit die 
Überlebenschance der Hybridome. 
Zur Isolierung von Mausmakrophagen wurde die Bauchhöhle einer unbehandelte 
Maus mit ca. 10 ml kalten Mediums (DMEM ohne FKS (fötales Kälberserum) mit 100 
U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin (Pen/Strep)) mit einer Spritze gespült. Die 
gesammelte Zellsuspension wurde mit ca. 103 –104 Zellen pro Well in 96-Loch-
Platten ausplattiert. Die Zellen wurden 2 Tage bei 37°C inkubiert und anschließend 
für die Fusion als Feeder-Layer verwendet. 
 
2.2.3 Präparation von Milzzellen und Zellfusion 
Hybridomzellen wurden durch die Fusion von Milzzellen der immunisierten Mäuse 
mit der Maus-Myeloma-Zelllinie SP2/0 (Shulman et al., 1978) produziert. 
Die Milz einer immunisierten Maus wurde steril entnommen und 5 mal in serumfreiem 
DMEM Medium gespült und danach durch ein grobes Sieb mit einem 
Porendurchmesser von ca. 0,5 mm gepresst. 
Die Milzzellen wurden in warmem Medium (DMEM mit Pen/Strep, 1mM Pyruvat) 3 
mal bei 1000 rpm für 5 min gewaschen und zentrifugiert. Nach einer Zellzahl-
bestimmung wurden SP2/0 Zellen im Überschuss (10 : 1) zu den Milzzellen 
eingesetzt, die Zellen wurden gemischt und bei 1000 rpm für 5 min abzentrifugiert. 
Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen und der Zellmix leicht geschüttelt. Zu 
den Zellen wurde innerhalb 1 min tropfenweise 1 ml vorgewärmte PEG-Lösung 
zugegeben. Danach wurden innerhalb von 2 Minuten 10 ml 37°C warmes, 
serumhaltiges DMEM Medium zugegeben, und zwar wurde erst 1 Tropfen pro 30 
sec, dann 1 Tropfen pro 5 sec und anschließend ca. 200 µl Medium alle 5-10 sec 
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zugegeben. Der Zellmix wurde während des gesamten Zeitraums immer leicht 
geschüttelt. 
Der Zellmix wurde zentrifugiert und anschließend auf 11 vorbereitete 96-Loch- 
Platten mit Feeder-Layer (s. P. 2.2.2.) ausplattiert. Pro Well wurden 75 µl 
Zellsuspension in serumhaltigem DMEM Medium (10% NBS (New-born Bovine 
Serum), Pen/Strep, 1 mM Pyruvat) eingesetzt. Die Zellen wurden bei 37°C und 7,5% 
CO2 inkubiert. Nach 2 Tagen wurden 50 µl DMEM mit HAT-Reagenz (Hypoxauthin, 
Aminopterin und Thymin) (50-fache Stocklösung, Sigma) pro Well zugegeben und 
nach 7 Tagen wurde das komplette Medium gewechselt. Die Verwendung von HAT 
führt zur Selektion der Hybridomzellen und zum Absterben der Myelomazellen. Die 
Milzlymphozyten sterben ebenfalls nach einiger Zeit ab.  
 
 
2.2.4 Hybridomanalyse (Detektion positiver Klone) 
Die 96-Loch-Platten wurden mittels Lichtmikroskop untersucht, um Wells mit sicht-
baren Klonen zu finden. Die ersten Klone erschienen ca. 10-14 Tage nach der 
Fusion. Die Überstände aus den entsprechenden Wells wurden für die Analyse 
entnommen. Mittels ELISA wurde überprüft, ob die Klone Antikörper produzieren (s. 
P. 2.4.1.). Überstände, die im ELISA Test positiv waren, wurden für weitere 
Analysen, wie z.B. Dot-Blot, Western Blot, immunoelektronenmikroskopische 
Untersuchungen (s. P. 2.4.2.; 2.4.4.; 2.3.4.) verwendet. 
 
2.2.5 Subklonierung der Hybridomzellen 
Um Monoklonalität eines antikörperproduzierenden Klons zu gewährleisten, wurden  
die Hybridomzellen subkloniert. Dafür bietet sich die von Coller und Coller 1983 
beschriebene Methode der limitierten Verdünnung (limited dilution) an. Hierzu 
wurden die antikörperproduzierenden Zellen in Medium resuspendiert. Nach der 
Zellzählung wurden die Zellen in neue 96-Loch-Platten mit Feeder-Layer ausplattiert. 
Dabei wurde die Zellsuspension so hergestellt, dass sich nach der Ausplattierung ca. 
1 Hybridomzelle pro Well befand. Es ist zu empfehlen die Zellzahl bei der Aussaat 
etwas zu erhöhen (1,5 Zelle pro 100µl), da nicht von einer hundertprozentigen 
Erfolgsquote (cloning efficiency) ausgegangen werden kann. 
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Die gewachsenen Klone wurden per Lichtmikroskop untersucht und die Klone, die in 
einem Well tatsächlich vereinzelt waren, wurden erneut getestet. 
Um Zellen bei so niedriger Verdünnung im Wachstum zu unterstützen und zu 
stabilisieren, wurde dem Medium nach 10-14 Tagen 20 U/ml Interleukin-6 (IL-6) 
zugesetzt. Die Zellpopulationen, die aus einer einzigen Zelle stammten und positiv in 
den weiteren Analysen waren, wurden vermehrt und in Kulturflaschen überführt.  
Die subklonierten Zelllinien wurden in HT-haltiges (100-fache Stocklösung, Sigma) 
DMEM Medium mit 10% NBS und 20 U/ml IL-6 überführt. 
Die Zellkulturüberstände wurden gesammelt und bei 4° C zur Aufreinigung der 
Antikörper aufbewahrt. 
Zur Aufbewahrung wurden die Zellen kryokonserviert. Dazu wurden sie vorsichtig in 
DMEM mit 15% FKS und 20% DMSO aufgenommen, langsam auf –80°C abgekühlt 
und danach in flüssigem Stickstoff gelagert.  
 
2.2.6 Typisierung der Antikörper 
Zur Bestimmung der Subklassen der monoklonalen Antikörper wurde ein 
kommerziell erhältliches Nachweis-System IsoStrip (Boehringer Mannheim) 
verwendet, mit dem Ig G1, Ig G2a, Ig G2b, Ig G2c, IgA und IgM identifiziert werden 
können. Das Kit zur Isotypisierung monoklonaler Antikörper in der Maus wurde nach 
den Angaben des Herstellers benutzt.  
Das Entwicklungsröhrchen im Kit enthält Latex-Beads, die anti-Maus-Kappa und anti-
Maus-Lambda Antikörper tragen, welche mit jedem Antikörper aus Maus reagieren, 
unabhängig von seinem Isotyp. Die Grundlage des Kits ist der 
Isotypisierungsstreifen, der immobilisierte Banden von anti-Maus-Antikörpern aus 
Ziege trägt. Diese Antikörper reagieren mit jeweils einem der bekannten Isotypen der 
Maus-Antikörper (IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG2c, IgA und IgM) bzw. mit den leichten 
Ketten Kappa und Lambda. Beide Seiten des Streifens tragen auch eine Bande für 
die Positivkontrolle, die anzeigt, das die antikörper-beschichteten Beads den Streifen 
hinaufgewandert sind. Unter Verwendung dieser zwei Komponenten kann ein 
monoklonaler Antikörper aus Maus leicht auf seinen Isotyp getestet werden. Dies 
erfolgt durch Verdünnung des Gewebekultur-Überstands (1 : 100), pipettieren der 
Probe in das Entwicklungsröhrchen und Einführen des Streifens. Der monoklonale 
Antikörper und die antikörper-beschichteten Latex-Beads bilden zusammen einen 
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Komplex. Durch Kapillarkräfte fließt dieser Komplex den Streifen hinauf, bis er von 
dem immobilisierten Anti-Maus-Antikörper aus Ziege gebunden wird, der für seinen 
Isotyp und für seine leichte Kette spezifisch ist. 
 
2.2.7 Reinigung monoklonaler Antikörper 
Alle Schritte wurden bei 4°C durchgeführt.  
Der Überstand (ÜS) von Hybridomzellen wurde mit Ammoniumsulfat gefällt (351g/l 
Zellüberstand, entspricht 55% Sättigung der Probe). Das Ammoniumsulfat wurde 
langsam unter Rühren eingestreut und anschließend über Nacht (ÜN) gerührt. Am 
folgenden Tag wurden die Proben bei 9.000 rpm 30 min zentrifugiert. Das Pellet 
wurde in PBS mit 0,2% Natriumazid aufgenommen. 
Anschließend wurden die Antikörper mittels Affi-Gel® Protein A MAPS® Kit (Bio-Rad) 
gereinigt.  
31,4 g Bindungspuffer wurden in 100 ml destilliertem Wasser gelöst. Der Puffer (pH 
9,0-9,2) wurde durch 0,22 µm Nylonfilter filtriert.  
Vorgequollene Protein A-Sepharose (1ml) wurde auf eine Säule gegeben und mittels 
einer peristaltischer Pumpe mit 13 ml/h mit TBS äquilibriert. Danach wurde mit 10-
fachem Säulenvolumen Bindungspuffer 1,5 Stunden bei 13 ml/h gewaschen. 
Die Probe wurde bei 100.000 g für 30 min zentrifugiert, um sie partikelfrei zu 
gewinnen, mit Bindungspuffer im Verhältnis 1 : 2 vermischt und mit 13 ml/h auf die 
Säule aufgetragen. Der Durchlauf wurde erneut auf die Säule aufgetragen. Am 
folgenden Tag wurde die Säule für 2 h mit Bindungspuffer (80 ml/h) gewaschen. Die 
gebundenen Proteine wurden mit 0,1 M Glycin HCl, pH 3,0 mit 25 ml/h eluiert. Die 
Fraktionen (2 ml pro Fraktion) wurden in vorbereitete Reagenzgefäße mit jeweils 
60 µl 2M Tris-HCl, pH 8,0 gesammelt. 
Die erhaltenen Proben wurden mittels SDS-Gelelektrophorese getestet. Dazu 
wurden Aliquots der Fraktionen entweder mit reduzierendem oder nicht-
reduzierendem Probenpuffer gemischt und auf ein 4,5-15% Gel aufgetragen. 
Die aufgereinigten Proteinproben wurden 4 mal für jeweils 2 h bei 4°C gegen TBS 
dialysiert und für weitere Analyseschritte verwendet. 
Die Säule wurde nach Elution für 1 h mit Regenerationspuffer (1-fach-Lösung, Bio-
Rad) (25 ml/h), dann für 2 h mit TBS mit 0,2% Natriumazid gewaschen und 
anschließend gelagert. 
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2.3 Immunhistologische Arbeiten 
2.3.1 Gefrierschnitte 
Mausembryonen wurden präpariert, in flüssigem Stickstoff eingefroren und in Tissue 
Tec eingebettet. Mit dem Kryostat wurden 6-7µm dünne Schnitte angefertigt und auf 
Objektträgern platziert. Die Schnitte wurden bei Raumtemperatur (RT) getrocknet 
und bei –20°C gelagert. 
Die immunhistologische Färbung wurde nach folgendem Schema bei RT 
durchgeführt.  
Die Schnitte wurden mit 2% Paraformaldehyd in PBS, pH 7,4 für 30 min fixiert. 
Danach wurden sie mit TBS gewaschen und mittels Dako Pen umrandet. Die 
Schnitte wurden für 1h mit 1% bovinem Serumalbumin (BSA) in TBS inkubiert, um 
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Danach wurde für 1h mit den 
Hybridomüberständen ohne weitere Verdünnung in feuchter Kammer inkubiert. Nach 
der Inkubation wurden die Schnitte 3 mal für 10 min mit TBS gewaschen.  
Die Inkubation mit dem sekundären Antikörper (anti-Maus Antikörper FITC-
konjugiert, Sigma) in 1:1000 Verdünnung in 1% BSA/TBS dauerte 1h. Danach 
wurden die Schnitte 3 mal für 10 min mit TBS gewaschen und in Moviol eingebettet. 
 
2.3.2 Paraffinschnitte von Knorpelgewebe 
Paraffinschnitte von menschlichem Knorpel wurden freundlicheweise von Dr.T. 
Aigner (Pathologisches Institut, Friedrich-Alexander-Universität Erlangen) zur 
Verfügung gestellt. Die Schnitte wurden für jeweils 10 min 2 mal in Xylol, 3 mal in 
100% Ethanol, dann in 80% und 50 % Ethanol und anschließend in Wasser inkubiert.  
Für die Färbung mit alkalischer Phosphatase wurde ein kommerziell erhältliches 
Nachweissystem (Biotin-Streptavidin (B-SA) Super Sensitive, BioGenex) nach 
Anweisungen des Herstellers verwendet. Die Schnitte wurden mit 2 mg/ml 
Hyaluronidase in PBS, pH 5 für 1h bei 37° C vorbehandelt. Danach wurden sie 2 mal 
für jeweils 10 min in TBS gewaschen. 
Zur Absättigung unbesetzter Bindungsstellen auf den Schnitten wurden sie in 2% 
BSA, 20% Ziegenserum in TBS für 20 min bei RT inkubiert. Die Schnitte wurden mit 
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den Zellkulturüberständen der zu testenden Klone in einer Verdünnung von 1:10 ÜN 
bei 4°C inkubiert und anschließend 3 mal für jeweils 10 min in TBS gewaschen. 
Die Schnitte wurden mit mehrfach biotinyliertem Anti-Maus-Antikörpern in einer 
Verdünnung von 1:100 in Puffer (5 mM Tris, 0,9% NaCl, 1% BSA, 0,02% 
Natriumazid, pH 7,35) bei RT für 30 min inkubiert. Danach wurden sie 2 mal für 
jeweils 10 min in TBS gewaschen. In einem weiteren Schritt wurde an alkalische 
Phosphatase gekoppeltes Streptavidin in einer Verdünnung von 1:100 für 30 min bei 
RT auf die Schnitte gegeben. Die Präparate wurden anschließend 2 mal für jeweils 
10 min in TBS gewaschen. Für die Farbreaktion wurde für 30 min Chromogenlösung 
(50 mM Tris, pH 8,2, 0,9% NaCl; 0,2 mg/ml Naphtol; 0,05 mg/ml Dimethylformamid; 
1 mg/ml Fast Red/Blue) hinzugegeben. Anschließend wurden die Schnitte für 10 min 
unter fließendem Leitungswasser gewaschen und für 2 bis 10 min mit Haematoxylin 
nachgefärbt. Danach wurden sie für 10 min in Leitungswasser gewaschen und in 
Aquatex eingedeckt. 
 
2.3.3 Direktlabeling von mAk 
Gereinigte mAk wurden mittels FluoroLink Cy3 (Biological Detection Systems, 
INC) direkt mit Fluoreszenzfarbstoff gelabelt. Die Methode wurde nach den Angaben 
des Herstellers durchgeführt. Der gereinigte Antikörper wurde mit Kupplungspuffer 
(0,1 M Natriumcarbonat) für 1 Stunde bei 4°C inkubiert. Danach wurde der Antikörper 
von nicht gebundenem Farbstoff durch eine Zentrifugation in einer Separationsäule 
(Sephadex®, G-50) für 5 min bei 140000 rpm bei 4°C in PBS (pH 7,2, 0,1% 
Natriumazid) getrennt. Der kovalent gekoppelte Farbstoff-Antikörper wurde für 
fluoreszenzimmunomikroskopische Untersuchungen an Gefrierschnitten verwendet. 
 
2.3.4 Immunoelektronenmikroskopie 
Aus Knorpelgewebe wurden Kollagenfibrillen wie oben beschrieben isoliert (s. P 2.1). 
Alle nachfolgenden Schritte wurden bei RT durchgeführt. Native Fibrillen wurden 
1:100 in PBS verdünnt. 10 µl Fibrillensuspension wurden für 10 min auf die mit 
Formvar beschichteten, kohlebedampften Cu/Pd Netze (150 mesh; Plano, Marburg, 
Deutschland) gegeben. Danach wurden die Netze in PBS gewaschen und für 30 min 
in Blockierungspuffer (1% Magermilchpulver in PBS) inkubiert. Magermilchpulver 
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wurde direkt vor dem Einsatz in PBS verdünnt und bei 10.000 g zentrifugiert, um eine 
partikelfreie Lösung zu gewinnen.  
Nach der Blockierung wurden die Netze sorgfältig 5 mal in PBS gewaschen und 
anschließend mit 10 µl unverdünnten Hybridomüberständen für 1,5 h inkubiert. 
Danach wurden die Netze 3 mal für 2 min in PBS gewaschen. Als sekundäre 
Antikörper wurden goldmarkierte Ziege-anti-Maus IgG (H+L) Antikörper (Dianova) 
verwendet (Gold-Partikelgröße 12 nm). Die Antikörper wurde in einer Verdünnung 
von 1:30 in 0,1% Magermilchpulver in PBS eingesetzt. Die Inkubationszeit mit den 
sekundären Antikörpern betrug 2 h. Anschließend wurden die Netze mit destilliertem 
Wasser gewaschen. Negativkontrastierung wurde durch 7 min Inkubation in 3% Ura-
nylacetatlösung erreicht. Die Netze wurden anschließend mit einem 
Transmissionelektronenmikroskop EM 410 (Kathodenspannung 60 kV, Philips) 
untersucht. Die Abbildung erfolgte bei 16000-31000-facher Vergrößerung. Die 
effektive Vergrößerung der dargestellten Bilder wurde durch Vergleich mit der d-
periodischen Bänderung (67 nm) als internem Standard ermittelt. 
 
2.4 Proteinchemische Arbeiten 
2.4.1 ELISA  
Für den ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) wurde ein Protein oder 
Proteingemisch an die Oberfläche einer 96-Well-Mikrotiterplatte (Nunc) gebunden. 
Abhängig davon, ob ein quantitativer oder qualitativer Nachweis erfolgen sollte, 
wurden entsprechend entweder unterschiedliche oder konstante 
Proteinkonzentrationen aufgetragen. Die Platte wurde ÜN bei 4°C inkubiert. Nach 
3-5 maligem Waschen in PBS ohne Tween wurden die unspezifischen 
Bindungsstellen mit einer Blockierungsreagenz (2% BSA in PBS) für 30 min bei RT 
abgesättigt. Danach wurde die Platte mit PBS mit 0,05% Tween 20 (PBS-Tween) 
gewaschen und anschließend mit unverdünnten Hybridomüberständen als primärem 
Antikörper für 1,5 h bei RT inkubiert. Nach den Waschschritten (3 mal PBS-Tween) 
wurden an Peroxidase (POD) gekoppelte Ziege-anti-Maus IgG Antikörper (Sigma) 
1:25000 verdünnt in PBS/Tween mit 0,1% Magermilchpulver eingesetzt und die 
Platten für 1 Stunde bei RT inkubiert. Die Enzymaktivität wurde durch Zugabe einer 
Substratlösung sichtbar gemacht. Als Substratlösung wurde 20 mg/ml ABTS (Azino-
bis-3-Ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure) in Na–Acetatpuffer pH 4,2 verwendet. Davon 
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wurde 100 µl pro Well eingesetzt. Die Inkubationszeit hing von der Entwicklung der 
Farbreaktion ab. Die Absorption wurde mittels ELISA-Reader bei 405 nm bestimmt.  
 
2.4.2 Dot-Blot 
Nitrozellulosemembran wurde in PBS equilibriert. Alle Schritte wurden bei 4 °C 
durchgeführt. Fibrillenextrakt (s. P. 1.1) wurde mit PBS 1:10 verdünnt auf die 
Membran gegeben und ÜN inkubiert. Die Membran wurde für 30 min in 
Blockierungspuffer (5% Magermilchpulver, 1% BSA in PBS-Tween) inkubiert, um 
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, und anschließend 3 mal 15 min in PBS-
Tween gewaschen. Danach wurde die Membran in ein Dot-Blot Gerät (Bio-Rad) 
eingespannt und jeweils 100 µl Zellüberstand pro Well aufgetragen. Mittels des 
angeschlossenen Vakuum-Systems wurden die Hybridomüberstände durch die 
Membran gesaugt, so dass die Proteine an die Membran anhafteten. Danach wurde 
die Membran aus dem Gerät herausgenommen und kurz in PBS-Tween gespült. 
Anschließend wurde sie mit POD-konjugiertem Ziege anti-Maus IgG Antikörper 
(Sigma) in einer Verdünnung 1:25000 für 1 h inkubiert. Vor der Entwicklung wurde 
die Membran 3 mal für 15 min gewaschen. Die Membran wurde mit ECL-Reagenz 
(Firma) entwickelt. Die Chemilumineszenz wurde auf einem Röntgenfilm detektiert. 
 
2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde nach dem Protokoll 
von Laemmli (1979) durchgeführt. Es wurde folgender Probenpuffer verwendet: 
0,1 M Tris-HCl, pH 6,8; 0,8 M Harnstoff; 10 % (v/v) Glycerol; 2% (w/v) SDS; 0,001% 
(w/v) Bromphenolblau. Als Reduktionsmittel wurde den Proben 3% (v/v) β-Mercapto-
ethanol zugesetzt. Proteine (Zellkultur- und Knorpelextrakte) wurden in vertikalen 
Gelen aufgetrennt. Für die gelelektrophoretische Trennung wurden Gradientengele 
mit einem Polyacrylamidgel-Gradienten von 4.5-15% Acryl/Bisacrylamids verwendet. 
Die genauen Angaben werden in den Abbildungen angegeben. 
 
2.4.3.1 Coomassie Brilliant Blue Färbung 
Die Anfärbung der Proteine erfolgte mittels Farblösung (0,1% Coomassie brilliant 
Blue R250; 25% (v/v) Isopropanol; 10% (v/v) Essigsäure). Die Entfärbung der Gele 
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wurde mit 10% (v/v) Essigsäure und 50% (v/v)  Methanol und anschließend mit 10% 
(v/v) Essigsäure und 10%(v/v) Methanol durchgeführt. Die Nachweisgrenze der 
Coomassie Brilliant Blue-Färbung liegt bei ca. 200-400 ng Protein pro 0,5 cm Bande. 
 
2.4.3.2 Silberfärbung 
Die Silberfärbung erlaubt den Nachweis von Proteinen 5-30 ng/0,5 cm Bande. Alle 
Silberfärbungen sind durch Fixierung der Proteinbanden im Gel mit Essigsäure, einer 
Sensibilisierung mit Natriumthiosulfat und der Behandlung mit einer Silbersalzlösung 
und der Entwicklung unter alkalischen Bedingungen gekennzeichnet. Hier wurde 
eineMethode von Heukeshoven und Dernik (1985) durchgeführt. 
Es wurde distilliertes deionisiertes Wasser für alle Lösungen verwendet. 
Fixierlösung: 50% Ethanol ; 12% Essigsäure; 25 µl 37% Formaldehydlösung 
Lösung A: 10 mg Na2S2O3  x   5 H2O in 50 ml H2O 
Lösung B: 100 mg AgNO3, 37 µl 37% Formaldehydlösung in 50 ml H2O 
Lösung C: 3 g Na2CO3, 0,25 mg Na2S2O3⋅5H2O, 25 µl 37% Formaldehydlösung in 
50 ml  
Das Gel wurde nach der Elektrophorese in Fixierlösung für mindestens 20 min bei 
RT langsam geschüttelt. Danach wurde das Gel in 50% Ethanol 20 min inkubiert und 
anschließend 5 mal mit H2O gewaschen. Anschließend wurde das Gel 1 min in 
Lösung A gewaschen und anschließend 3 mal in Wasser gespült. Nun wurde für 20 
min in Lösung B inkubiert. Nach einem weiteren Spülvorgang mit H2O wurde das Gel 
in Lösung C entwickelt. Beim Auftauchen der ersten Banden wurde die 
Entwicklungsreaktion sofort mit reichlich H2O abgestoppt.  
 
2.4.3.3 Alcianblaufärbung der GAG-Ketten 
Die Anfärbung der GAG-Ketten erfolgte mittels vorgefertiger Farblösung (1% Alcian 
blau 8GX; 10,165 g/l MgCl; 3,402 g/l Natriumacetat in 50% Ethanol). Die Entfärbung 
der Gele erfolgte in 50% Ethanol.  
 
2.4.4 Western-Blot 
Nach SDS-PAGE wurden die Proteine aus dem Gel elektrophoretisch auf 
Nitrocellulosemembran transferiert. Der Transfer erfolgte in Boratpuffer (50mM Borat, 
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pH 8,5; 10% Methanol) für 2-3 h bei 4°C mit 0,8 mA/cm2. Die Membran wurde zur 
Kontrolle des Tranfers mit Ponceau rot gefärbt. 
Die Membran wurde zur Absättigung freier Bindungstellen für 1 h mit 5% 
Magermilchpulver und 1% BSA in TBS-Tween (0,05% Tween) inkubiert und 
anschließend 1 mal 15 min in TBS-Tween gewaschen. Hybridomüberstände und 
Sekundärantikörper (POD-konjugierte Ziege-Anti-Maus IgG Antikörper, Sigma) 
wurden in TBS-Tween mit 2,5% Magermilchpulver und 0,5% BSA verdünnt und 
jeweils für 1,5 h auf der Membran inkubiert. Nach 3-maligem Waschen für jeweils 15 
min erfolgte die Detektion mittels ECL-Entwicklung.  
ECL-Reagenz wurde aus zwei folgenden Lösungen hergestellt:  
A: 5 ml 0,1 M Tris, HCl, pH 8,5; 22 µl 90 mM p-Coumarinsäure; 50 µl 250 mM 
Luminol 
B: 5ml 0,1 M Tris, HCl , pH 8,5; 3 ml 30% H2O2 
Die Chemiluminiszenz wurde auf einem Röntgenfilm registriert. 
 
2.4.5 Protein-Identifizierung mit MALDI-TOF 
Eine genaue Massenbestimmung von Peptiden kann mit der Matrix-Assisted-Laser-
Desorption-Ionisation-Time-of-Flight (MALDI-TOF) Massenspektrometrie vorgenom-
men werden. 
Mittels Massenspektrometrie können Proteine nach Trennung mittels SDS-PAGE 
identifiziert werden. Das Detektionslimit beträgt 2 pmol Protein. Für die MALDI-TOF-
Analyse wurden gefärbte Coomassie Brilliant Blue Banden aus einem SDS-PAGE-
Gel ausgeschnitten und getrocknet.  
Die trockenen Gelstücke wurden mit 30µl Acetonitril/Wasser (1:1) 2 mal je 15 min 
gewaschen. Anschließend wurden die Gelstücke in 30µl Acetonitril für 5 min 
geschrumpft und in 30 µl 50 mM NH4HCO3-Lösung weitere 15 min inkubiert. Nach 
Zentrifugation (10.000 g, 15 min) wurde der Überstand vollständig entfernt und die 
Gelmasse anschließend in einer Vakuumzentrifuge getrocknet.  
Die getrockneten Gelstücke wurden in 25 µl 10 mM DTT in 100mM NH4HCO3-
Lösung für 45 min bei 56°C inkubiert. Nach Zugabe von weiteren 25 µl 55mM 
Jodacetamid in 100mM NH4HCO3 wurden die Proben wie oben gewaschen und 
getrocknet. 
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Die trockenen Gelbanden wurden mit 25 µl Trypsinlösung (12.5 ng/µl in 100mM 
NH4HCO3) 1h auf Eis inkubiert und nach vollständiger Absorption der Lösung ins Gel 
wurde mit 20 µl 100mM NH4HCO3 aufgefüllt. Der enzymatische Verdau erfolgte bei 
37°C ÜN. 
Die Proben wurden mit 20 µl 25 mM NH4HCO3-Lösung versetzt und für 15 min auf 
dem Schüttler inkubiert. Der Überstand wurde nach Zentrifugation (10.000 g; 15 min) 
entnommen und aufbewahrt. Die Gelpartikel wurden mit 20 µl 5% HCOOH in 
Acetonitril für 15 min bei 37°C auf einem Schüttler inkubiert. Anschließend wurden 
die Gelpartikel abzentrifugiert. Die Überstände wurden vereint und in einer 
Vakuumzentrifuge getrocknet. 
Für die MALDI-TOF Massenspektrometrie wurde die getrocknete Probe mit 20µl 5% 
HCOOH gelöst. 0,2 µl HCCA-Lösung (20mg/ml Alpha-Cyano-4-Hydroxycinnamic 
Acid in Aceton) wurde als Dünnschicht auf dem Target vorgelegt. 0,5 µl der Probe 
wurde auf der Dünnschicht aufgetrocknet und ein mal mit 2,5 µl 0,1% 
Trifluoressigsäure (TFA) in Wasser gewaschen. 
Mittels MALDI-TOF-Analyse wurde ein spezifisches Peptidmuster des Proteins 
bestimmt, das für die Analyse nach Analogien in Datenbanken verwendet wurde. Bei 
der Analyse mit dem Suchprogramm Mascott wurde das Molekulargewicht 
entsprechend dem apparenten Molekulargewicht der Gelbande mit 120 kDa 
angegeben und die Spezies auf Mensch eingeschränkt. 
 
2.5 Proteinisolierung aus Chondrozytenkulturen 
2.5.1 Primärkultur von Chondrozyten 
Chondrozyten wurden aus Rinder- bzw. Hühnerknorpel gewonnen. Knorpel wurde 
unter sterilen Bedingungen präpariert und von anderen Gewebearten befreit. Es 
wurde mehrfach in sterilem Krebspuffer und Pen/Strep gewaschen. Das 
Knorpelgewebe wurde zerkleinert und ÜN bei 37°C mit 2mg/ml bakterieller 
Kollagenase B (Boehringer Mannheim) in DMEM mit 1 mM Cystein und Pen/Strep 
verdaut. Die entstandene Zellsuspension wurde durch Nylongaze mit 95 µm 
Porengröße filtriert und die Zellen 3 mal in Ca-freiem DMEM gewaschen und 
zentrifugiert (600 g, 5 min, RT). Anschließend wurde eine Zellsuspension mit 4-6x106 
in 2-fach konzentriertem DMEM mit 120 µg/ml β-Aminopropionitril, 2 mM Cystein und 
2 mM Pyruvat hergestellt, die im Verhältnis 1:1 mit einer 2% Niedertemperatur-
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Agarose (NT-Agarose) gemischt wurde. Die Zellen wurden in vorbereitete 
Petrischalen ausplattiert, die mit 1% Hochtemperatur-Agarose beschichtet waren. 
Die Schalen wurden für 30 min auf einem Wärmetisch und danach für 30 min bei 4°C 
inkubiert. Als Kulturmedium wurde DMEM mit folgenden Zusätzen verwendet: 10% 
fötales Kälberserum (FKS), Pen/Strep, 60 µg/ml β-Aminopropionitril, 1 mM Cystein, 
1 mM Pyruvat und 25 µg/ml Ascorbat. Die Chondrozyten wurden für 14 Tage 
kultiviert, das Medium wurde 3 mal pro Woche gewechselt. Danach wurden die 
Schalen bei –20°C eingefroren. 
 
2.5.2 Proteinextraktion aus Chondrozyten in Agarosekulturen 
Nach dem Auftauen wurden die zellhaltigen NT-Agaroseschichten von der 
Hochtemperatur-Agarose getrennt.  
Dem Extraktionspuffer wurden folgende Proteaseninhibitoren zugesetzt: 10 mM N-
Ethylmaleimid; 10 mM Benzamidin HCl; 20 mM EDTA; 0,1 mM PMSF. 
Für die Charakterisierung der Antigene in der Western-Blot-Analyse wurde folgende 
Extraktionspuffer eingesetzt: 1 M NaCl, 100 mM Tris-HCl, pH 7,4. Die NT- 
Agaroseschichten (10 ml) wurde dreimal jeweils 10 ml Extraktionspuffer mit 
Proteaseinhibitoren bei 4°C 30 min unter Rühren 6h extrahiert und anschließend 
zentrifugiert (15000rpm, 4°C). Die Überstande wurden vereinigt und für die SDS-
PAGE und die anschließende Immunoblotting Analyse ausgewählter Klone 
eingesetzt. 
Für die Reinigung der Proteoglykane mittels DEAE-Säule wurde zur NT-Agarose im 
Verhältnis 1:1 1 M NaCl, 100 mM Tris-HCl, pH 7,4 gegeben. Die Proteoglykane 
wurden in dieser Lösung ÜN und danach zweimal jeweils 6h bei 4°C unter Rühren 
extrahiert. Die ÜS wurden vereinigt und anschließend bei 15000 rpm für 30 min bei 
4° C zentrifugiert.  
 
2.5.3 Reinigung der Proteoglykane  
Alle Schritte wurden bei 4°C durchgeführt.  
Die nach der Extraktion aus Agarose gewonnenen Überstände wurden gegen DEAE-
Puffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, Proteaseninhibitoren: 10 mM  N-
Ethylmaleimid; 10 mM Benzamidin HCl; 20 mM EDTA; 0,1 mM PMSF pH 7.4)  bei 
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4°C ÜN dialysiert. Danach wurde 0,1% Triton zugegeben und die Probe mit 10 ml/h 
ÜN auf eine Anionenaustauschersäule (DEAE-Cellulose) aufgetragen. Nicht 
gebundenes Material wurde mit 5-fachem Säulenvolumen DEAE-Puffer bei 15 ml/h 
aus der Säule gespült. Die Elution erfolgte manuell durch 3 Säulenvolumen DEAE-
Puffer mit einem Salzgradient: 150 mM ; 300 mM ; 1 M NaCl. Die Eluate wurden auf 
SDS-PAGE Gele aufgetragen, geblottet und für weitere Screenings verwendet. 
 
2.6 Affinitätsreinigung des Antigens mit Hilfe von monoklonalen 
Antikörpern 
2.6.1 Immunpräzipitation mit dem mAk 4A2 
Für die Affinitätschromatographie wurde 4A2 mAk kovalent an UltraLinkTM Biosupport 
Medium (Pierce) gekoppelt. Dafür wurde 2 mg gereinigter mAk in 8 ml 
Kupplungspuffer (0,6 M Citrat; 0,1 M Carbonat, pH 9,0) mit 125 mg/ml Beads 
inkubiert. Die mAk wurde mit Beads auf einem Wipptisch für 2 h leicht bewegt. Die 
Matrix wurde bei 1200 g für 10 min bei 4°C zentrifugiert. Danach wurden die 
Komplexe aus Beads und mAk in Batch-Verfahren mit PBS gründlich gewaschen. 
Die Absättigung freier Bindungsstellen erfolgte mit 1 M NaCl Lösung. 
Tiefgefrorener humaner Knorpel wurde homogenisiert. Das Pulver wurde ÜN bei 4°C 
in folgendem Puffer extrahiert: 20 mM Phosphat; 150 mM NaCl; Proteaseinhibitoren 
(Roche Complett); 0,1% Triton; 1% Tween pH 7,4. Anschließend wurde der Extrakt 
bei 115.000 g für 2 Stunden bei 4°C zentrifugiert. Zum ÜS wurden Beads mit 
gekoppeltem 4A2 mAk gegeben und für 2 h bei 4°C inkubiert. Danach wurde die 
Sepharose über eine Fritte mit PBS gründlich gewaschen. Die Beads wurden mit 
PBS aus der Fritte mit einer abgeschnittenen Spitze herauspipettiert und in ein 15 ml 
Falcon überführt. Nach Zentrifugation für 5 min bei 600 rpm wurde der Überstand 
verworfen. Zum Pellet wurde Elutionspuffer (0,1 M Triethylamin, pH 11,0) gegeben 
und 3 mal für jeweils 5 min bei 600 rpm zentrifugiert. Die ÜS wurden vereinigt und 
mit Tris-HCl, pH 7,0 neutralisiert. Danach wurde gegen 20 mM Tris-HCl, pH 7,4 bei 
4°C ÜN dialysiert. Das Eluat wurde auf ein 8% SDS-PAGE Gel aufgetragen und zur 
Kontrolle mittels Western-Blot mit 4A2 mAk analysiert. Die Beads wurden mit PBS 
gewaschen und in 20% Ethanol in PBS bei 4°C gelagert.  
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2.6.2 Immunpräzipitation mit dem mAk 5B4 
600 µl anti-Maus IgG (whole Molecule) Agarosebeads (Sigma) wurden in 0,01 M 
Phosphatpuffer, 0,15 M NaCl, pH 7,2 equilibriert. Die Beads wurden 5 mal mit dem 
gleichen Puffer gewaschen und bei 14000 rpm, 4°C, für 1 min zentrifugiert.  
Zur Ausbildung des Protein-Antikörper-Komplexes wurde 0,3 M NaCl Eluat aus der 
DEAE-Säule (s. P. 1.5.3) 1:1 mit 0,01 M Phosphat, pH 7,2 vorverdünnt, so dass die 
Endkonzentration 0,15 M NaCl entsprach.  
Zum verdünnten Eluat (1 ml) wurden 100 µl gereinigten Antikörper und 300 µl 
equilibrierte Beads gegeben. Außerdem wurde eine weitere Probe (1 ml Eluat, 100µl 
PBS und 300 µl equilibrierte Beads) vorbereitet, die als Negativkontrolle dienen 
sollte. Beide Ansätze wurden ÜN bei 4°C auf einem Wipptisch inkubiert. 
Anschließend wurden die beiden Proben bei 14000 rpm, 4°C für 5 min zentrifugiert, 
die ÜS aufgehoben. Die Beadpellets wurden 3 mal im Waschpuffer gewaschen und 
bei 14000 rpm, 4°C für 5 min zentrifugiert. 
Die Antikörper mit dem gebundenen Antigen wurden von den Beads mit folgenden 
Puffern eluiert: 0,5 M Essigsäure, pH 2,4. Danach wurden die Proben bei 
14.000 rpm, 4°C für 2 min zentrifugiert. Die ÜS wurden gesammelt und mit 2M Tris 
neutralisiert. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit 
gereinigtem 5B4 mAk getestet. 
 
2.7 Enzymatischer Verdau 
Das Antigen wurde mittels Speed Vac eingeengt und in einem geeigneten Puffer (s. 
unten) aufgenommen. Nach der Enzymzugabe wurden die Proben bei 37°C für 
mindestens 2 h inkubiert. Zur Kontrolle wurde eine Vergleichsprobe ohne 
Enzymzugabe auf die gleiche Weise behandelt. Die Proben wurden auf Gel 
aufgetragen, geblottet und anschließend mit Hybridomüberständen getestet.  
Nachfolgend werden die Puffer aufgelistet, die für benutzte Enzyme verwendet 
wurden.  
 
Keratanase (aus Pseudomonas sp.) (Seikagaku)  
Trivial Name:   Keratansulfat-endo-β-galactosidase 
Verdauungspuffer:   50 mM Tris, pH 7,4 
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Keratanase II (aus Escherichia freundli) (Seikagaku)  
Trivial Name:   Endo-β-galactosidase 
Verdauungspuffer:   20 mM Na-Acetat pH 5,8 
 
Chondroitinase ABC (aus Proteus vulgaris ) (Boehringer Mannheim) 
Verdauungspuffer:   50 mM Tris; 60 mM Na-Acetat; 60 mM NaCl; pH 8,0   
 
2.8 Reagenzien, allgemeine Lösungen und Puffer 
DMEM (Dulbecco´s modifiziertes Eagle’s Medium) (4,5 g/ml Glucose), Gibco  
Ca-freies DMEM, Gibco 
Penicillin/Streptomycin 100x, Gibco 
HT /HAT 50x Zusätze, Sigma 
β-Aminopropionitril, Sigma  
L-Cysteinhydrochlorid, Sigma 
Natriumpyruvat, Merck  
Ascorbinsäure, Merck 
Nieder- und Hochtemperaturagarose, FMC BioProducts 
Interleukin-6, Strathmann Biotech 
Endo-β-galactosidase, Seikagaku 
Keratanase, Seikagaku  
Kollagenase B, Boehringer Mannheim 
Aggrekan, Sigma 
DMEM with Glutamax-I, with 4500 mg/L Glucose and Pyrodoxine, Gibco BRL 
DMEM Hybridoma  DMEM mit 10% NBS und Pen/Strep, 200 mM Glutamin, 100mM 
Pyruvat. 
New-born Bovine Serum (NBS), Sigma 
Fötales Kälberserum (FKS), Gibko 
TBS  150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7,4 
PBS  140 mM NaCl, 10 mM KCl, 8mM Na2HPO4, 2mM KH2PO4, pH 7,4 
Krebs- Ringer Puffer 15, 7 mM Na2HPO4, 1,6 mM KH2PO4, 111,2 mM NaCl, 
5,4 mM KCl, 1,3 mM Mg Cl2, 4 mM NaHCO3, 13 mM Glucose, pH 7,4  
UltraLinkTM Biosupport Medium, Pierce 
Agarose, Anti-Mause IgG (whole molecule), Sigma 
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FluoroLink Cy3, Biological Detection Systems, INC 
Sekundärer Antikörper gegen Immunoglobulin G der Maus, mit Peroxidase 
konjugiert, Sigma 
Sekundärer goldmarkierter Ziege anti-Maus IgG (H+L) Antikörper (Gold-
Partikelgröße 12 nm), Dianova 
Affi-Gel® Protein A MAPS® Kit, Bio-Rad 
IsoStrip Isotypisierungskit, Boehringer Mannheim 
Biotin-Streptavidin (B-SA) Super Sensitive, BioGenex 
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Zur gezielten Identifizierung neuer Fibrillenoberflächenmoleküle können die 
verschiedensten Methoden gewählt werden. Eine Methode besteht in der Herstellung 
monoklonaler Antikörper (mAk) gegen authentische Fibrillenfragmente aus 
Gelenkknorpel mit anschließender Identifizierung der korrespondierenden Antigene 
mit Hilfe dieser Antikörper. 
Als Auswahlverfahren für die mAk wurden folgende Methoden verwendet: 
1) Dot-Blot zur Bestimmung von positiven Klonen. 
2) Immuno-Gold-Elektronenmikroskopie für die Identifikation von AK gegen 
Fibrillenoberflächenkomponenten . 
Zur Untersuchung der korrespondierenden Antigene wurden folgende Analysen 
durchgeführt: 
1) Biochemische Charakterisierung der Fibrillenoberflächenkomponenten über 
Western-Blotting. 
2) Charakterisierung durch Immunhistochemie für Lokalisation des Antigens in 
Knorpelgewebe. 
Zur Analyse der korrespondierenden Antigene können die Antikörper für 
Immunpräzipitationen und Affinitätsreinigungen des Proteins verwendet werden. 
Liegt das Antigen nach den Anreicherungsschritten als SDS-PAGE-Bande vor, so 
kann nach proteolytischem Verdau eine Sequenzierung erhaltener Peptide z.B. 
mittels MALDI-TOF vorgenommen werden. Ein Vergleich dieser Peptidsequenzen 
mit Datenbanken ermöglicht die Identifizierung des korrespondierenden Antigens.  
Die Wahl der Identifizierungsmethoden ist vom Potential der Antikörper in den 
einzelnen Methoden abhängig. Weiterhin ist die Struktur des Antigens und seine 
Verteilung im Gewebe ein entscheidender Faktor. Falls das Antigen in der SDS-
PAGE keine definierte, sondern lediglich eine diffuse Bande darstellt, kann eine 
Immunpräzipitation mit dem mAk erst nach dem proteolytischen Abbau und 
ionenaustauschchromatographischen Verfahren eingesetzt werden. Dadurch 
gewonnene Moleküle können dann für die anschließende massenspektroskopische 
Analyse verwendet werden.  
Abb. 8 fasst die unterschiedlichen Schritte, die zur Identifizierung eines Moleküls mit 
Hilfe monoklonaler Antikörper führen können, schematisch zusammen. 
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3.1 Herstellung monoklonaler Antikörper gegen fragmentierte 
Fibrillen aus humanem Gelenkknorpel 
Von grundlegender Bedeutung für eine erfolgreiche Identifizierung bisher 
unbekannter Moleküle sind die Proteinextraktionsbedingungen. Aus praktischen 
Gründen wurden bisher hauptsächlich nur solche Makromoleküle erforscht, die leicht 
zu solubilisieren sind. Knorpelfibrillen sind jedoch hochgradig unlösliche Strukturen, 
da sie durch enzymatisch eingeführte, kovalente Bindungen irreversibel quervernetzt 
vorliegen. Sie lassen sich erst nach einer limitierten Proteolyse biochemisch gut 
darstellen. Das führt aber gleichzeitig auch zu einer weitgehenden Zerstörung von 
nichtkollagenen Fibrillenkomponenten, was die strukturelle und funktionelle Analyse 
dieser Komponenten außerordentlich behindert. Es wurde viel über die molekulare 
Struktur von Knorpelfibrillenkomponenten und deren supramolekulare Organisation 
Immuno-Gold-Elektronenmikroskopie
Nachweis der Antigene auf der Fibrillenoberfläche 
Dot-Blot, ELISA, Western Blot
Biochemische Charakterisierung der 
Antigene
Affinitätschromatographie mit mAk
MALDI-TOF, Massspektrometrie, Datenbanken
Isolierung fragmentierter Fibrillen aus 
humanem Gelenkknorpel
Erzeugung monoklonaler Antikörper 
Antigen  
 
Abb. 8. Schematische Darstellung der Möglichkeiten zur Identifizierung von Fibrillen-
oberflächenkomponenten mit Hilfe monoklonaler Antikörper 
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geforscht. Es konnte dabei gezeigt werden, dass sich Fibrillenfragmente mit intakter 
Suprastruktur aus dem Gewebe nach Homogenisation und differentieller 
Zentrifugation isolieren lassen, die sich dann hervorragend als Untersuchungsobjekte 
für strukturelle Studien eignen und die auch für die Generierung von spezifischen 
Antikörpern verwendet werden können.  
Für die Herstellung monoklonaler Antikörper im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
wurden authentische Fibrillenfragmente aus Gelenkknorpel verwendet. Um sie zu 
gewinnen, wurde gesunder humaner adulter Knorpel präpariert (Abb. 9). Alle weitere 
Schritte wurden bei 4 °C durchgeführt. Knorpel wurde in PBS mit Proteaseinhibitoren 
gewaschen. Das Gewebe wurde zerkleinert und mittels Polytron mehrmals 
homogenisiert. Die Extrakte wurden bei 27.000 g für 30 min. zentrifugiert, um 
unlösliche Bestandteile zu entfernen. Die Überstände wurden gesammelt und 
anschließend bei 115.000 g für 2 Stunden zentrifugiert. Dann wurde das Pellet in 
PBS ohne Proteaseinhibitoren aufgenommen und wieder zentrifugiert. Das Pellet 
enthielt Fibrillen und fibrillen-assoziierte Matrixbestandteile im nativen Zustand. 
Dieses Gemisch wird im weiteren „Fibrillenfragmente“ genannt. 
Erste Überprüfungen der gewonnenen Extrakte mittels SDS-PAGE zeigten, dass 
 
Knorpel
Homogenisation
Zentrifugation 27.000 g
Pellet
Fibrillenfragmente 
und andere Aggregate, 
lösliche Komponenten
Ultrazentrifugation
115.000 g
Pellet
Fibrillenfragmente 
und andere Aggregate
Überstand
Gewebe Homogenate
Überstand
 
Abb. 9. 
Schematische Darstellung 
der Herstellung von 
Fibrillenfragmenten aus 
Gelenkknorpel 
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mehrere Moleküle sehr leicht aus dem Gewebe zu isolieren sind (Abb. 10). Auch 
elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass die angewendeten 
Extraktionsbedingungen zur Isolation von Fibrillen sowie extrafibrillärer Komponenten 
führte. Die weitere Analyse der Proben mittels Immunoblot ergab, dass eine größere 
Zahl von bekannten Bestandteilen der Matrix (z.B. Kollagen II, Kollagen IX) unter 
nativen, isotonischen Bedingungen zu isolieren ist und in dem Extrakt enthalten war. 
Weitere Reinigungsschritte, wie z.B. Ionenaustausch-Chromatographie, wurden 
unterlassen, um keine Bestandteile der Matrix zu verlieren.  
Der Knorpelextrakt mit den darin enthaltenen Fibrillenfragmenten wurde zur 
Immunisierung von vier Mäusen des Stamms DBA/2 eingesetzt. Das Serum der 
immunisierten Tiere wurde zur Bestimmung des AK-Titers etwa alle zwei Wochen 
nach Immunisation in verschiedenen Verdünnungen im Western-Blot und ELISA mit 
Fibrillenfragmenten getestet. Nach Erreichen eines Titers von 1:10000 in sechs 
Monaten wurde die Immunisierung gestoppt und die Milzzellen einer Maus für eine 
Fusion zur Herstellung monoklonaler Antikörper verwendet. 
Die Herstellung monoklonaler Antikörper erfolgte mittels der von 
Köhler und Milstein (1975) entwickelten Lymphozyten-Hybridom-Technik (Abb. 11). 
Hierbei werden die antikörper-produzierenden Milzzellen einer immunisierten Maus 
mit den Zellen einer geeigneten Zelllinie (Myelom-Zellen), die permanent in vitro 
kultivierbar ist, gemischt und durch Zusätze zur Fusion gebracht. Die entstehenden 
Hybridomzellen enthalten sowohl genetisches Material der Milzlymphozyten als auch 
der Myelomzellen. Nach Selektion der Hybridomzellen werden die Klone mit der 
gewünschten Spezifität zur Produktion der Antikörper weiter kultiviert. 
                                       1     2  
 
Abb. 10. Analyse eines Proteinextrakts aus 
humanem adulten Gelenkknorpel 
Der Gelenkknorpelextrakt wurde mit Ethanol 
präzipitiert, in einem 4,5-15%-igem SDS-PAGE 
Gel unter reduzierenden Bedingungen 
aufgetrennt und anschließend mit Coomassie 
Blue gefärbt.  
1- Standardmarker; 2- Gelenkknorpelextrakt 
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3.2 Auswahl geeigneter Klone  
Die Selektion und erste Analyse der erhaltenen Klone wurde unter Anleitung von 
Dr. L. Sorokin im Institut für Experimentelle Medizin (Universität Erlangen, Nikolaus-
Fiebiger-Zentrum) durchgeführt und anschließend am Institut für Physiologische 
Chemie und Pathobiochemie (Universität Münster) etabliert und fortgeführt. 
Die Fusionen ergaben einen Pool von ca. 800 verschiedenen Klonen. Eine erste 
Analyse dieser Klone wurde mit Hilfe eines Dot-Blot Assays durchgeführt.  
 
 
 
 
Abb. 11. Schematische Darstellung der Herstellung monoklonaler Antikörper
Hybridomzellen, die durch Fusion von Milzzellen mit Myelomzellen entstanden sind, werden
in HAT-Medium kultiviert, selektiert und die Zellkulturüberstände der Klone auf die Spezifität
der Antikörper getestet. 
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3.2.1 Dot-Blot-Analyse 
Für die Dot-Blot-Analyse wurden Fibrillenfragmente auf Nitrozellulosemembranen 
immobilisiert. Zellkulturüberstände verschiedener Klone wurden mit der Membran 
inkubiert und auf ihre Reaktivität getestet (Abb. 12). 
Für diesen Test wurden native Fibrillenfragmente verwendet. Denaturierung oder 
reduktive Spaltung von Disulfidbrücken kann jedoch zu einer Veränderung der 
antigenen Determinante führen. Um den Einfluss dieser Konformations-
veränderungen auf die antigenen Epitope zu untersuchen, wurden Fibrillenfragmente 
parallel in reduzierenden Puffer aufgenommen und auf die Membran aufgetragen. 
Anschließend wurden die Kulturüberstände mit den entsprechenden Proben getestet 
(Abb. 13). In den meisten Fällen konnte eine Reaktion mit Antikörpern auch unter 
denaturierenden Bedingungen beobachtet werden. 
Etwa 122 von 818 der untersuchten Hybridomüberstände zeigten eine positive 
Reaktion im Dot-Blot gegen die verwendeten Fibrillenfragmente und wurden weiter 
untersucht. Die Antikörper 5B4, 4A2 und N6 reagierten im Immunoblot sowohl unter 
reduzierenden als auch unter nicht reduzierenden Bedingungen. Deshalb sind diese 
mAk vielseitig einsetzbar und wurden für die weitere Analyse selektiert. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 12. Screen der Hybridom-Überstände durch Dot Blotting  
Fibrillenfragmente wurden auf Nitrocellulose-Membranen appliziert und mit Überständen von
verschiedenen Hybridom-Klonen behandelt, z.B. Überstände der Klone: 3B- 4A2; 3C- 2A12, 4D- F6, 4E-
D11, 4G- 5B4, 10F- N6. 
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Abb. 13. Analyse der hergestellten mAk mittels Dot-Blots unter nativen und denaturierenden 
Bedingungen 
Fibrillenfragmente wurden auf Nitrocellulose-Membranen appliziert und mit Überständen von 
verschiedenen Hybridom-Kulturen behandelt.  
A: Unbehandelte Fibrillenfragmente 
B: Fragmente mit SDS und ß-Mercaptoethanol behandelt  
1 - 4A2 
2 - 5B4 
3 - N6 
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3.2.2 Elektronenmikroskopische Untersuchung 
Der Nachweis, dass die von mAk erkannten Antigene tatsächlich Fibrillen-
oberflächenkomponenten sind, erfolgte durch Immuno-Gold-Markierung. Überstände 
von ausgewählten Klonen wurden auf ihre Reaktion mit Fibrillenfragmenten getestet 
(Abb. 14).  
Fibrillenfragmente wurden auf die mit Formar beschichteten, kohlebedampften Cu/Pd 
Netze aufgetragen. Die Netze wurden anschließend mit unverdünnten Hybridom-
überständen inkubiert. Als sekundärer Antikörper wurde Ziege-anti-Maus-IgG 
Antikörper verwendet, der mit 12 nm Goldpartikeln gekoppelt war. Die 
Negativkontrastierung erfolgte durch Inkubation mit einer Uranylacetatlösung. 
Bei interessanten Klonen sollen die Goldpartikel vorwiegend auf der 
Fibrillenoberfläche erscheinen (Abb. 14.A). Etwa 80% der getesteten Klone zeigten 
jedoch eine Markierung in der extrafibrillären Matrix (Abb. 14.B). Die Lokalisation der 
Antigene außerhalb der Fibrillen zeigt, dass die mAk keine Fibrillenkomponenten 
erkennen. Aus diesem Grunde wurden entsprechende Klone nicht weiter analysiert.  
 
 
Abb. 14. Analyse der mAk mittels Immuno-Gold-Elektronenmikroskopie 
MAk wurden auf Grids mit Fibrillenfragmenten inkubiert. Eine Bindung wurde  mit Gold-
markiertem Ziege–anti-Maus-IgG Sekundärantikörper detektiert. Pfeile markieren Goldpartikel,
die die Lokalisation der Antikörper zeigen. (A) Klon N6 ; (B) Klon F8. 
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3.2.3 Subklassen-Identifizierung 
Die Bestimmung der Subklassen der subklonierten monoklonalen Antikörper erfolgte 
mit einem kommerziellen Isotypisierung Kit. Hierbei ergab sich, dass der Großteil der 
Antikörper vom Typ IgG war. Das ist auch eine Folge davon, dass die Immunisierung 
der Mäuse sechs Monate dauerte. Diese Tatsache ist von großer Bedeutung, da die 
verschiedenen Subklassen in diversen Anwendungsbereichen (wie z.B. 
Affinitätsreinigung und Immunpräzipitation) unterschiedliche Eigenschaften besitzen. 
 
3.3 Charakterisierung der Antigene 
Zusätzlich zu den in der Immuno-Gold-Elektronenmikroskopie erhaltenen Daten 
konnte mittels einiger monoklonalen Antikörper auch ein erster Eindruck über die 
Größe der Antigene gewonnen werden, da die mAk auch im Western-Blot reaktiv 
waren.  
Bei der Überprüfung der Knorpelextrakte mittels SDS-PAGE zeigte sich, dass der 
 
Abb. 15 Analyse eines Extrakts aus kultivierten Hühnerchondrozyten 
1- Extrakt aus Chondrozytensuspensionskulturen wurde in 4,5-15%-igem SDS-
Polyacrylamid-Gel unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und anschließend mit 
Coomassie Blue gefärbt.  
2- Beispielhaft ist hier die Western-Blot-Analyse der Membran mit dem Überstand des 
Klons N6 gezeigt.  
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größte Teil der Moleküle nicht ins Gel eindringen konnte und in den Taschen des 
Sammelgels verblieb. Das hängt damit zusammen, dass die Knorpelfibrillen 
irreversibel quervernetzt vorliegen. Deswegen wurden für die weiteren 
Untersuchungen die Extrakte aus kultivierten Chondrozyten verwendet (Abb. 15). Bei 
diesen Zellen wurde durch die Zugabe von ß-Aminopropionitril zum Kulturmedium 
die Quervernetzung der Kollagenfibrillen unterdrückt. 
Vor Beginn des Screenings sollte für jeden Antikörper die optimale Verdünnung 
gefunden werden. Einige Antikörper, wie z.B. N6, F5, D11, F6 und 4A2 detektierten 
im Immunoblot unter reduzierenden Bedingungen diskrete Banden in verschiedenen 
Größenordnungen (Abb. 16). Die mAk N6 und D11 färbten eine Serie von Banden im 
Bereich von ca. 120 kDa. Die mAk 5B4 und 2A12 zeigten eine diffuse Färbung. Das 
Signal reichte vom Sammelgel bis ca. 66 kDa. Beide Antigene stellen somit 
hochmolekulare Matrixbestandteile dar oder sind an solche gebunden und können 
unter den gegebenen Bedingungen nicht gelöst werden. Keines dieser Antigene 
konnte aufgrund der erhaltenen Daten identifiziert werden.  
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass mehrere Fusionen eine 
 
Abb. 16. Western-Blot-Analyse mit mAk 
Analyse der monoklonalen Antikörper N6, F5, D11, F6, 4A2, 5B4, 2A12 im Immunoblot
gegen Extrakte aus kultivierten Hühnerchondrozyten (N6), humanen Chondrozyten (F5, D11
und F6) und gegen humane Fibrillenextrakte (4A2, 5B4, 2A12). Für die dargestellten
Immunoblots wurden die Extrakte unter reduzierenden (N6, F5, D11, F6) und nicht
reduzierenden Bedingungen (4A2, 5B4, 2A12) im 3-15%-igem SDS-PAGE Gel aufgetrennt,
auf Nitrocellulose-Membran überführt und mit Zellkulturüberständen der entsprechenden
Klone inkubiert.  
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beträchtliche Anzahl verschiedener Antikörper mit unterschiedlichem Potential 
hervorgebracht haben (Abb.17). Die einzelnen Klone wurden zur Aufbewahrung 
eingefroren. Aus diesem Vorrat können unterschiedliche Antikörper selektiert und zur 
Reinigung und Identifizierung der korrespondierenden Antigene verwendet werden. 
 
Alle weiter verwendeten Klone wurden vor Beginn der sich anschließenden 
Untersuchungen subkloniert, d.h. die Zellen wurden vereinzelt. So konnte garantiert 
werden, dass die von diesem Klon produzierten Antikörper monoklonal waren. 
Die Zellen der Klone F6 und F5 konnten zwar vereinzelt werden, keiner der 
erhaltenen Einzelklone war jedoch bei der Wiederholung des Test zur Analyse der 
Antikörper (Dot-Blot, EM, Western-Blot) positiv und zusätzlich verloren auch die 
Ursprungsklone zunehmend an Reaktivität. Die weiteren Arbeiten mit diesen 
instabilen Klonen wurden daher eingestellt. 
Die Arbeit konzentrierte sich auf die Identifizierung und Charakterisierung der 
korrespondierenden Antigene der Antikörper N6, 4A2 und 5B4. Diese Antikörper 
waren in allen getesteten Verfahren (Dot-Blot, Immuno-Gold-Elektronenmikroskopie, 
Western-Blot und Immunfluoreszenz) reaktiv. Deswegen erschien eine Identifizierung 
dieser Antigene am vielversprechendsten. 
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Abb.17 Übersicht über 3 verschiedene Fusionen 
1- Gesamtanzahl der untersuchten Klone  
2- Anzahl der im Western Blot gegen Fibrillenfragmente positiven Hybridomzellklone  
3- Anzahl der Hybridomzellklone, deren Antikörper in der elektronenmikroskopischen Analyse 
eine Anfärbung ausschließlich der Fibrillenoberfläche zeigten. 
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3.4 Identifizierung des N6 Antigens 
Der monoklonale Antikörper N6 wurde in indirekter Immuno-Gold–
Elektronenmikroskopie sowie im Western-Blot mit Zellkulturüberständen aus 
Chondrozytensuspensionskulturen und mit Fibrillenfragmenten getestet. Weiterhin 
wurde die Lokalisation des N6 Antigens auf Kryostat-Schnitten von embryonalen 
Hühnersterna untersucht.  
3.4.1 Immunoelektronenmikroskopische Analyse 
Als erstes sollte nachgewiesen werden, dass das N6 Antigen tatsächlich eine 
Fibrillenoberflächenkomponente ist. Dafür wurden Kulturüberstände des Klons N6 
auf ihre Reaktion mit Fibrillenfragmenten mittels Immuno-Gold-
Elektronenmikroskopie getestet (Abb. 18). Die Goldpartikel erschienen dabei 
ausschließlich auf der Fibrillenoberfläche. 
 
 
 
 
Abb. 18. Analyse des N6 mAk mittels Immuno-Gold-Elektronenmikroskopie  
Der mAk wurde auf den Netzen mit Fibrillenfragmenten inkubiert und anschließend mit
goldmarkiertem Ziege-anti-Maus IgG Sekundärantikörper detektiert. Pfeile markieren die
Goldpartikel, die die Lokalisation der Antikörper zeigen. Der Balken entspricht 200 nm. 
A, B, C- Fibrillenfragmente aus embryonalem Hühnersterna. 
D, E, F- Fibrillenfragmente aus humanem adulten Gelenkknorpel.  
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3.4.2 Biochemische Charakterisierung des N6 Antigens 
Der mAk N6 hat in der Immunoelektronenmikroskopie auch mit Fibrillenfragmenten 
aus embryonalem Hühnersterna reagiert (Abb. 18, A-C). Deshalb konnten zur 
Bestimmung des N6 Antigens auch Extrakte aus Agarose-Suspensionskulturen von 
embryonalen sternalen Hühnerchondrozyten verwendet werden, bei denen die 
Ausbeute an synthetisierten Molekülen viel höher ist als bei Kulturen adulter 
humaner Chondrozyten. Der Extrakt wurde unter reduzierenden Bedingungen in 
einem 3,5-12%-igen SDS-PAGE Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulose-Membran 
überführt und mit dem mAk N6 getestet (Abb. 19). Es konnte eine deutliche 
Doppelbande bei ca. 120 kDa und in einer höheren Position eine weniger 
ausgeprägte Doppelbande detektiert werden (Abb. 19, Bahn 2).  
Dem Bandenmuster nach war Kollagen II ein potentieller Kandidat für das N6 
Antigen.  
Zur Identifizierung des Antigens wurden gereinigte Kollagene aus Agarose-
Suspensionskulturen von Hühnerchondrozyten untersucht. Kollagene wurden aus 
der Agarose extrahiert und durch Zusatz von 4,5 M NaCl gefällt. Die Trennung der 
Kollagene II, IX und XI erfolgte durch Ionenaustausch-Chromatographie (Blaschke et 
 
 
Abb. 19. Analyse des mAk N6 mit Extrakt 
aus Chondrozytensuspensionskulturen 
Extrakt aus Agarose-Suspensionskulturen von 
sternalen Hühnerchondrocyten wurde mit 
Pepsin behandelt. Die Proteine wurden unter 
reduzierenden Bedingungen im 3,5-12%-igen 
SDS-PAGE Gel aufgetrennt, auf eine 
Nitrocellulose-Membran transferiert und mit 
dem mAk N6 getestet.  
1- Coomassie Brilliant Blue Färbung des 
Gels  
2- Western-Blot mit mAk N6  
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al., 2000). Die Proben wurden mit Pepsin verdaut, unter reduzierenden Bedingungen 
aufgetrennt und mit dem mAk N6 in Western-Blot getestet (Abb. 20). 
Der mAk N6 erkennt die  α1-Kette von Kollagen II (Abb. 20, Bahnen 2 und 4) und 
eine der drei Ketten von Kollagen XI: α3-Kette (Abb. 20, Bahnen 1 und 3). Weiterhin 
wurde auch β-Komponente des Kollagen II erkannt (Abb. 20, Bahn 4).  
Weiter wurde der mAk N6 im Western-Blot gegen gereinigtes Kollagen I getestet 
(Abb. 21). Kollagen I wurde aus Hühnersehnen isoliert (Hansen und Bruckner 2003). 
N6 mAk erkannte auch die α1-Kette des Kollagens I.  
Obwohl der mAk N6 mit humanem Material hergestellt wurde, reagiert er in 
immunoelektronenmikroskopischen Analysen und im Western-Blot auch mit 
Proteinen, die aus aus Knopel des Huhns isoliert wurden. Um zu klären, ob der 
Antikörper auch Kollagene anderer Spezies erkennt, wurde er im Western-Blot 
gegen Rinderkollagen II eingesetzt (Abb. 22). Der N6 mAk reagierte auch mit diesem 
Kollagen. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 20. Analyse des mAk N6 mit 
gereinigten Kollagenen aus 
Hühnerembryonen 
Die Proben wurden mit Pepsin behandelt, unter 
reduzierenden Bedingungen im  
3,5-12%-igen SDS-PAGE Gel aufgetrennt, auf 
Nitrocellulose-Membran transferiert und mit 
mAk N6 entwickelt. Coomassie Brilliant Blue 
Färbung des Gels (Bahnen 1, 2) und Western 
Blot mit mAk N6 (Bahnen 3, 4). 
Kollagen XI: Bahnen 1, 3  
Kollagen II: Bahnen 2, 4  
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3.4.3 Immunhistochemische Analyse der Lokalisation des N6 Antigens 
in Knorpelgewebe 
Zur genauen Analyse der Lokalisation des Epitops im Knorpel wurde die 
Immunfluoreszenzfärbung mit mAk N6 durchgeführt. Kollagen II ist die 
Hauptkomponente der Knorpelfibrillen, die für die Stabilität der ECM verantwortlich 
sind. Für die langfristige Integrität des Gewebes ist auch eine Wechselwirkung 
zwischen den Fibrillen und der Aggrekanmatrix erforderlich. Wie diese 
Wechselwirkung zustande kommt, ist nach wie vor unbekannt. Es wäre interessant 
 
 
 
 
Abb. 21. Western-Blot-Analyse mit N6 mAk 
Extrakte wurden unter reduzierenden Bedingungen 
im 4,5-15%-igen SDS-PAGE Gel aufgetrennt, auf 
Nitrocellulose-Membran transferiert und mit mAk N6 
entwickelt. 
1- Gereinigtes Kollagen I aus Hühnersehnen. 
2- Gereinigtes Kollagen II aus Agarose 
Suspensionskulturen der 
Hühnerchondrozyten. 
 
 
Abb. 22. Analyse des mAk N6 mit Kollagen II aus 
Rinderchondrozyten 
Extrakt aus Agarose-Suspensionskulturen wurde mit 
Pepsin behandelt, im 4,5-15%-igen SDS-PAGE Gel 
unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt, auf 
eine Nitrocellulose-Membran transferiert und mit 
mAk N6 entwickelt.  
1- Coomassie Brilliant Blue Färbung des Gels  
2- Western-Blot mit mAk N6  
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zu wissen, ob der mAk N6 ein Epitop auf Kollagen II erkennt, das für die 
Wechselwirkung zwischen Fibrillen und der extrafibrillären Knorpelmatrix wichtig ist. 
Die Hauptkomponenten in der extrafibrillären Knorpelmatrix sind das 
Glykosaminoglykan Hyaluronsäure und das Proteoglykan Aggrekan. Deswegen 
können die Fibrillen durch Behandlung mit Hyaluronidase freigelegt werden.  
Die Analyse wurde auf Kryostat-Schnitten von Knorpel mit und ohne Hyaluronidase-
Behandlung durchgeführt. Es wurde Sterna von 17 Tage alten Hühnerembryonen 
verwendet, da die Herstellung der Kryostat-Schnitte dort einfacher ist. Die Detektion 
des N6 Epitops erfolgte mit fluoreszenzmarkiertem Sekundärantikörper (Abb. 23). Es 
konnte eine deutliche Färbung auf den Schnitten nach Hyaluronidase-Behandlung 
beobachtet werden (Abb. 23: A, B, C). Ein starkes Signal konnte in der gesamten 
territorialen Matrixschicht beobachtet werden. Ohne Behandlung war eine deutlich 
geringere Reaktion zu erkennen. Eine schwache, diskontinuierliche Färbung war im  
perizellulären Bereich der Chondrozyten sichtbar.  
 
 
Abb. 23. Immunfluoreszenz-Färbung zur Lokalisierung von N6 in fötalem Knorpel
Mit Hyaluronidase-Behandlung: A, B, C  
Ohne Hyaluronidase-Behandlung: D, E, F 
Vergrößerung: 40-fach (A, D); 20-fach (B, F); 10-fach (C, E). 
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3.5 Identifizierung des 4A2 Antigens 
3.5.1 Elektronenmikroskopische Analyse  
Der monoklonale Antikörper 4A2 wurde für eine weitere Analyse ausgewählt, weil er 
im Dot-Blot mit den Fibrillenfragmenten reaktiv war. Weiterhin wurde mit diesem mAk 
eine Markierung in immunoelektronenmikroskopischen Analysen mit 
Fibrillenfragmenten aus adultem humanen Gelekknorpel an der Fibrillenoberfläche 
beobachtet (Abb. 24- 27). Es zeigte sich, dass vor allem dünne Fibrillen sehr stark 
mit dem mAk 4A2 markiert wurden. Die dünnsten (ca. 15 nm Durchmesser) wenig 
oder nicht quergestreiften Fibrillen zeigten eine intensive Markierung, die 
traubenförmig aussah (Abb. 24). Mit sehr vielen  Fibrillen waren große heterogene 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 24. Ultrastrukturelle Immun-
lokalisation des 4A2 Antigens an 
Fibrillenfragmenten aus adultem 
humanen Gelenkknorpel 
Der 4A2 mAk wurde auf den Netzen mit 
Fibrillenfragmenten inkubiert und 
anschließend mit goldmarkiertem Ziege–
anti-Maus IgG Sekundärantikörper 
detektiert. Es werden dünne (ca. 15 nm) 
nicht gestreifte Fibrillen gezeigt. Pfeile 
markieren die Goldpartikel, die die 
Lokalisation der Antikörper zeigen. Der 
Balken entspricht 200 nm. 
 
 
Abb. 25. Ultrastrukturelle Immun-
lokalisation des 4A2 Antigens an 
Fibrillenfragmenten aus adultem 
humanen Gelenkknorpel 
Es werden dünne Fibrillen (ca. 25 nm) 
gezeigt. Pfeile markieren die Goldpartikel, 
die die Lokalization der Antikörper zeigen. 
Der Balken entspricht 200 nm. 
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Aggregate assoziiert, die mit Antikörpern markiert waren, aber nicht mehr den 
eigentlichen Fibrillendomänen entsprechen. 
Mittlere quergestreifte Fibrillen (ca. 25 nm Durchmesser) zeigten eine starke 
Markierung in den Overlap-Regionen (Abb. 25). An Fibrillen mit einem Durchmesser 
von ca. 40 nm war ebenfalls eine Markierung an der Fibrillenoberfläche zu 
detektieren (Abb. 26). 
Die dicksten Fibrillen (ca. 70 nm Durchmesser) waren komplett unmarkiert (Abb. 27). 
An diesen Fibrillen waren auch keine größeren extrafibrillären Aggregate zu 
beobachten.  
 
Abb. 26. Ultrastrukturelle Immun-
lokalisation des 4A2 Antigens an 
Fibrillenfragmenten aus adultem 
humanen Gelenkknorpel 
Es werden dicke Fibrillen (ca. 40 nm) 
gezeigt. Pfeile markieren die Gold-
partikel, die die Lokalisation der 
Antikörper zeigen. Der Balken entspricht 
200 nm. 
 
 
 
 
Abb. 27. Negativnachweis einer 
ultrastrukturellen Immunlokalisation 
des 4A2 Antigens an 
Fibrillenfragmenten aus adultem 
humanen Gelenkknorpel 
Es werden dicke Fibrillen (ca. 70 nm) 
gezeigt. Die Goldpartikel (Pfeil) liegen 
überwiegend außerhalb der Fibrillen. Der 
Balken entspricht 200 nm. 
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3.5.2 Immunhistologische Analyse von Kryostatschnitten 
Um herauszufinden, ob es sich bei dem 4A2 Antigen um ein Knorpel-spezifisches 
Protein handelt oder ob eine Expression auch in anderen Geweben zu beobachten 
ist, wurden 16 Tage alte Mausembryonen immunhistochemisch untersucht. Da die 
verschiedenen Gewebe und Organe zu diesem Zeitpunkt bereits vollständig 
entwickelt sind, konnte ein Überblick über das Expressionsmuster des 4A2 erhalten 
werden.  
Die Untersuchung wurde auf Kryostat-Schnitten durchgeführt. Die Detektion der 
Signale erfolgte mit 4A2 mAk, der mit einem Fluoreszenzmarker FluoroLink TM Cy 3.5 
direkt gekoppelt wurde. Die Ergebnisse sind in Abb. 28 zusammengestellt.  
Der Antikörper zeigte eine starke Markierung im Rippenknorpel (Abb. 28.A). Es 
konnte eine intrazelluläre Färbung der Chondrozyten beobachtet werden. Die 
Knorpelmatrix war schwach positiv gefärbt. Eine starke immunhistochemische 
Reaktion konnte aber im Perichondrium gezeigt werden. Es zeigte sich, dass das 
4A2 Antigen nicht nur im Knorpel, sondern auch in der Haut exprimiert wird 
(Abb. 28.B). Eine Färbung der Keratinozyten war zu erkennen. In der Dermis konnte 
kein Signal nachgewiesen werden.  
 
Abb. 28. Immunhistochemische Untersuchung 16 Tage alter Mausembryonen mit mAk 4A2 
Kryostat-Schnitte der Mausembryonen wurden mit mAk 4A2 inkubiert, der direkt mit einem 
Fluoreszenzmarker FluoroLink TM Cy 3.5 gekoppelt war. (A) Rippenknorpel, (B) Haut. Der Pfeil zeigt 
die Richtung von der Epidermis zur Dermis an.  
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3.5.3 Biochemische Analyse 
 
Zusätzlich zu den in der Immuno-Gold-Elektronenmikroskopie und 
Immunhistochemie erhaltenen Daten konnte mit dem mAk 4A2 auch ein erster 
Eindruck über die Größe des Antigens gewonnen werden, da der mAk auch im 
Immunoblot reaktiv war.  
Fötaler und adulter humaner Gelenkknorpel wurde unter nativen, isotonischen 
Bedingungen (150 mM NaCl, 20 mM Tris/HCl, 10 mM EDTA, pH 7,4 mit 
Proteaseinhibitoren) extrahiert. Jeweils gleichen Mengen der Extrakte wurden in 
einem 4,5-15%-igen SDS-PAGE Gel unter reduzierenden und nicht reduzierenden 
Bedingungen aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran überführt und 
anschließend mit dem mAk 4A2 inkubiert. Im Extrakt aus adultem Knorpel erkannte 
der Antikörper unter nicht reduzierenden Bedingungen eine definierte Doppelbande 
in der Großenordnung von ca. 400 kDa. Im Extrakt aus fötalem Knorpel erkannte der 
mAk nur eine Bande in der gleichen Größe (Abb 29). Unter reduzierenden 
Bedingungen war auf dem Western-Blot ein diffuses Signal bei ca. 80-120 kDa zu 
sehen.  
 
 
 
Abb. 29. Analyse verschiedener Knorpel-
extrakte im Immunoblot mit mAk 4A2 
Extrakte aus humanem Gelenkknorpel wurden 
in 3,5-15%-igem SDS-PAGE Gel aufgetrennt, 
auf Nitrocellulose-Membran überführt und mit 
dem mAk 4A2 getestet.  
1 - Extrakt aus adultem Knorpel (nicht reduziert) 
2 - Extrakt aus fötalem Knorpel (nicht reduziert) 
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Zur Identifizierung des korrespondierenden Antigens ist eine Anreicherung des 
Proteins notwendig. Liegt eine ausreichende Menge des Proteins, z.B. als mit 
Coomassie Brilliant Blue gefärbte Gelbande, vor, kann nach einem proteolytischen 
Verdau eine Sequenzierung des Proteins mit Hilfe der Massenspektroskopie 
(MALDI-TOF) vorgenommen werden. Die Auswahl der Anreicherungsmethoden und 
Bedingungen ist hierbei jeweils auf die Reaktivität der Antikörper abzustimmen.  
Für die Affinitätsreinigung des 4A2 Antigens wurde der gereinigte 4A2 Antikörper 
kovalent an das UltraLinkTM Biosupport Medium Beads gekoppelt. Tiefgefrorener 
gesunder humaner adulter Gelenkknorpel wurde zerkleinert, mit Phosphatpuffer 
inkubiert und zentrifugiert. Die Analyse des Überstandes mittels Immunoblot ergab, 
dass das Antigen 4A2 im Extrakt enthalten ist.  
Zum Extrakt wurden dann Sepharose-Beads mit gekoppeltem 4A2 mAk gegeben 
und für 2 h inkubiert. Die Beads mit gekoppeltem mAk und gebundenem Antigen 
wurden mit PBS gründlich gewaschen und anschließend zentrifugiert. Der Überstand 
wurde entfernt und das Antigen wurde von den Beads eluiert. Der Eluat wurde 
neutralisiert und gegen 20 mM Tris/HCl, pH 7,4 Puffer dialysiert. Das aufgereinigte 
Protein wurde in einem 3-10%-igen Gradientengel aufgetrennt und anschließend 
mittels Silberfärbung detektiert (Abb. 30). 
Das SDS-PAGE Gel zeigte, dass das Antigen 4A2 unter nicht reduzierenden 
Bedingungen eine Bande im hochmolekularen Bereich (ca. 400 kDa) darstellte. Unter 
 
 
Abb. 30. Immunpräzipitation mit dem 
monoklonalen Antikörper 4A2 
Gereinigter 4A2 mAk wurde kovalent an Beads 
gekoppelt und mit einem Extrakt aus gesundem 
humanen adulten artikulären Knorpel inkubiert. Die 
Elution des Antigens erfolgte mit 0,1 M Triethylamin, 
pH 11. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in 
einem 3-10%-igen Gel, das anschließend einer 
Silberfärbung unterzogen wurde. 
1- Immunpräzipitat nicht reduziert 
2- Immunpräzipitat reduziert 
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reduzierenden Bedingungen war eine Doppelbande im Bereich von ca. 130 kDa zu 
erkennen. Das gleiche Bandenmuster wurde auch im Western-Blot mit 
Fibrillenfragmenten erhalten (s. Abb. 29). 
Posttranslationale Modifikationen könnten die Sequenzierung eines Proteins 
erschweren. Zur Vermeidung einer solchen Problematik wurde nach der Reinigung 
eine Abspaltung von Glykosaminoglykanketten und anschließend  eine 
Konzentrierung der Probe durchgeführt.  
Um festzustellen, ob das Antigen 4A2 N-verknüpfte Zucker hat, wurde ein 
enzymatischer Verdau des gereinigten Antigens mit N-Glykosidase F durchgeführt. 
Eine zweite unbehandelte Probe wurde als Negativkontrolle mitgeführt. Die Proben 
wurden unter nicht reduzierenden Bedingungen in einem 6%-igen SDS-PAGE Gel 
aufgetrennt und mittels Silberfärbung detektiert (Abb. 31). 
Der Verdau führte zu keiner deutlichen Veränderungen in der Größe des Proteins. 
Nach dem Verdau, wie auch in der nicht behandelten Probe, konnte im Bereich von 
130 kDa eine Doppelbande detektiert werden. Mit diesem Experiment wurde gezeigt, 
dass das 4A2 Antigen vermutlich keine N-glykosidischen Oligosaccharide enthält. 
Für die weitere massenspektrometrische Analyse mittels MALDI-TOF musste das 
Antigen konzentriert werden. Das gereinigte Protein wurde durch eine Zentrifugation 
in einer Proteinkonzentrations-Säule angereichert. Die aufkonzentrierte Probe wurde 
unter reduzierenden Bedingungen in einem 8%-igen SDS-PAGE Gel aufgetrennt. Ein 
Teil des Gels wurde mit Coomassie Brilliant Blue gefärbt. Ein weiterer Teil wurde für 
 
 
 
Abb. 31. SDS-PAGE Analyse des 4A2 Antigens 
nach N-Glykosidase F Verdau 
Das gereinigte 4A2 Protein wurde unter 
reduzierenden Bedingungen in einem 6%-igen 
SDS-PAGE Gel aufgetrennt und mittels 
Silberfärbung detektiert. 
1- Probe nach N-Glykosidase F Behandlung 
2- Probe ohne Behandlung 
 
3. Ergebnisse  73  
einen Western-Blot verwendet. Die Analyse der Proteinlösung im Immunblot mit dem 
4A2 mAk wies eine Bande bei ca. 130 kDa auf (Abb. 32). Damit wurde bestätigt, 
dass es sich bei der auf dem Coomassie gefärbten Gel zu sehenden Bande um das 
4A2 Antigen handelt. Diese Bande wurde für die Analyse mittels MALDI-TOF 
verwendet.  
Die Banden wurden aus dem SDS-Polyacrylamidgel ausgeschnitten, mit Trypsin 
verdaut und die entstandenen Peptide in ZMMK Service Labor im Institut für 
Biochemie II (Universität Köln) sequenziert. Ein Vergleich der erhaltenen Daten 
(mittels Mascot Search Programm) mit den in Datenbanken vorliegenden humanen 
Sequenzen bestätigte, dass es sich bei dem untersuchten Protein um Cartilage 
Oligomeric Matrix Protein (COMP) handelt.  
COMP kann in vier verschiedene strukturelle Regionen eingeteilt werden: eine 
Oligomerisierungsdomäne (cc), vier globuläre EGF-Domänen, eine Ca2+ bindende 
Typ 3 Domäne und eine carboxyterminale TC-Domäne.  
Um die Frage zu beantworten, in welcher Region das Epitop des 4A2 mAk liegt, 
wurden mittels Immunoblot rekombinant hergestellte Konstrukte von Ratten-COMP 
im Labor von Prof. Dr. Mats Paulsson im Institut für Biochemie II (Universität Köln) 
untersucht. Rekombinante Konstrukte, die aus der T3- und der C-terminalern 
Domäne bestehen, wurden unter reduzierenden Bedingungen erkannt. Wurden nur 
die T3- oder die C-terminale Domäne verwendet, zeigten sich jedoch keine Signale 
im Immunoblot. Die Daten der Analyse sind hier nicht dargestellt. 
 
 
Abb. 32. Analyse des 4A2 Proteins nach 
der Konzentrierung 
Die Probe wurde unter reduzierenden 
Bedingungen in einem 8%-igen SDS-PAGE 
Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulose-
Membran übertragen und mit dem 4A2 mAk 
getestet.  
1- Coomassie Brilliant Blue Färbung des Gels 
2- Immunoblot mit 4A2 mAk. 
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3.5.4 Immunhistochemische Analyse der Lokalisation des 4A2 Antigens 
in Knorpelgewebe 
 
Zur detaillierten Analyse der Lokalisation des Antigens 4A2 im Knorpel wurden 
Paraffin-Schnitte von fötalem und adultem humanen Gewebe angefertigt. Die 
immunhistochemische Detektion des 4A2 erfolgte durch indirekten Nachweis mit 
einem sekundären anti-Maus-IgG-Antikörper, der mit alkalischer Phosphatase 
konjugiert war. Zur Gegenfärbung wurden die Schnitte mit Hematoxylin nachgefärbt.  
 
In fötalem hyalinen Knorpel war eine starke Expression von 4A2 zu beobachten. Bei 
der Betrachtung der Querschnitte durch Wirbelkörper fiel eine sehr starke Färbung in 
der oberen Schicht und der proliferativen Zone auf (Abb. 33). Hier war ein Signal in 
der territorialen und interterritorialen Matrix von Chondrozyten vorhanden, wobei es 
territorial ausgeprägter war. In der hypertrophen Zone war das Signal nur in der 
territorialen Region zu sehen. 
Eine ähnliche Verteilung des 4A2 Antigens konnte auch im Knorpel der fötalen 
humanen Hüfte (Femurkopf) beobachtet werden (Abb. 34). Hier wurde das Antigen 
sowohl im artikulären Gewebe als auch in der Wachstumsfuge nachgewiesen. In der 
 
  
 
 
 
Abb. 33. Lokalisierung von 4A2 auf Paraffin-Schnitten von fötalem hyalinem Knorpel 
(Wirbel) mittels immunhistochemischer Färbung  
Nach der Immunreaktion wurden Schnitte mit Hematoxylin nachgefärbt. (A) Obere Schicht; (B) 
Proliferative und hypertrophe Zonen; (C) Negativkontrolle der hypertrophen Zone. Der Pfeil (A) 
zeigt die Richtung von der Oberfläche zur tieferen Zone an. Die Balken entsprechen 200 µm. 
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Tangentialzone war eine starke Markierung in der territorialen und interterritorialen 
Region der Chondrozyten zu sehen (Abb. 34. A). Die Übergangszone zeigte ein 
Signal in der territorialen Region, das nicht so stark war, wie in der Tangentialzone 
(Abb. 34. B). In der proliferativen und hypertrophen Zone wurde 4A2 in der 
territorialen Region zwischen den Chondrozytensäulen detektiert (Abb. 34. C). 
Weiter wurde die Gewebeverteilung des 4A2 im arthrotischen und normalen 
Gelenkknorpel untersucht. Hierbei war ein deutlicher Unterschied zwischen den zwei 
Geweben zu sehen (Abb. 35). Es wurde insgesamt weniger 4A2 Antigen im 
arthrotischen Gewebe nachgewiesen als in normalem Knorpel. Das Antigen könnte 
im geschädigten Knorpel vermindert synthetisiert und/oder schneller degradiert 
werden. Die Färbung war dort in der territorialen Matrix zu sehen. Im gesunden 
Knorpel war vor allem die interterritoriale Region von Chondrozyten markiert. Die 
Färbung war in allen Knorpelschichten gleichmäßig vorhanden. Insgesamt wurde in 
adultem gesundem Knorpel deutlich weniger Antigen identifiziert als in fötalem 
Gewebe. 
 
 
 
  
 
 
 
Abb. 334. Lokalisierung von 4A2 auf Paraffin-Schnitten von fötalem hyalinen Knorpel (Hüfte) 
mittels immunhistochemischer Färbung 
Nach der Immunreaktion wurden Schnitte mit Hematoxylin-Eosin nachgefärbt. 
(A) Tangentialzone; (B) Übergangszone; (C) Hypertrophe Zone; (D) Negativkontrolle der 
Übergangszone. Die Balken entsprechen 50µm. 
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Abb. 35. Lokalisierung von 4A2 auf Paraffin-Schnitten von adultem humanen Gelenkknorpel mittels
immunhistochemischer Färbung 
Nach der Immunreaktion wurden die Schnitte mit Hematoxylin nachgefärbt. A, B: arthrotisches Gewebe; C, D:
gesundes Gewebe. Die Balken entsprechen (A, C) 200 µm und (B, D) 50 µm. Der Pfeil zeigt die Richtung von
der Oberfläche zur tieferen Zone an. 
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3.6 Identifizierung des 5B4 Antigens  
Der monoklonale Antikörper 5B4 erkennt sein Antigen in einer Vielzahl von 
verschiedenen Experimenten (ELISA, Dot-Blot, Western-Blot, Immuno-Gold-
Elektronenmikroskopie, Immunpräzipitation).  
3.6.1 Immunoelektronenmikroskopische Analyse  
Die elektronenmikroskopischen Studien der Fibrillenfragmente mit dem mAk 5B4 
zeigten, dass das Antigen an der Fibrillenoberfläche gehäuft vorkommt. Daneben 
existiert auch eine positive Reaktion außerhalb. Die native Struktur von fibrillen-
assoziierten Proteinen wird durch Behandlung mit Harnstoff, 
Guanidiniumhydrochlorid oder Proteasen zerstört. Das in Fibrillen aggregierte 
Kollagenskelett bleibt wegen dessen intensiver Quervernetzung dagegen 
unbeschadet (Mendler et al., 1989). Weiterhin werden die Wechselwirkungen 
zwischen den Fibrillen und den anderen Komponenten der Matrix unter diesen 
Bedingungen aufgehoben. Um den Einfluss von solchen Bedingungen auf das 5B4 
Antigen zu überprüfen, wurden Fibrillenfragmente aus humanem adulten artikulären 
Knorpel mit Guanidiniumhydrochlorid (4 M GuHCl, 50 mM Tris, pH 7,4) behandelt 
und nach einer Inkubation mit dem mAk 5B4 mit Hilfe der Immuno-Gold-
Elektronenmikroskopie mit unbehandelten Fibrillenfragmenten verglichen. Der mAk 
5B4 zeigte in beiden Fällen eine starke Fibrillenmarkierung (Abb. 36). Allerdings war 
in der mit Guanidiniumhydrochlorid behandelten Probe das Markierungsmuster 
anders. In dieser Probe wurde keine Markierung außerhalb des Fibrillenbereichs 
beobachtet. Die Gold-Markierung war hier außerdem intensiver als in der 
unbehandelten Probe. 
Um zu überprüfen, ob auch eine proteolytische Spaltung zu einer Veränderung der 
von mAk 5B4 erkannten antigenen Determinante führt, wurden humane 
Fibrillenfragmente mit Trypsin behandelt und anschließend mit 5B4 mAk nach einer 
Immuno-Gold-Markierung im Elektronenmikroskop untersucht. Bei den mit Trypsin 
behandelten Fibrillenfragmenten war ein anderes Färbungsmuster zu sehen als in 
der mit Guanidiniumhydrochlorid behandelten Probe (Abb. 37). Das Antigen konnte 
ebenfalls an der Fibrillenoberfläche detektiert werden, allerdings war hier eine 
weniger intensive Färbung zu detektieren. Außerhalb der Fibrillen war keine 
Markierung zu beobachten. 
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Abb. 36 
 
 
Abb. 37 
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Abb. 36. Immuno-Gold-Markierung von Fibrillenfragmenten mit monoklonalem Antikörper 
5B4 
Fibrillenfragmente wurden aus gesundem humanen artikulären Knorpel präpariert. Ein Teil der 
Probe wurde mit 4M GuHCl, 50mM Tris, pH 7,4 behandelt. Fibrillenfragmente wurden auf die mit 
Formar beschichteten, kohlebedampften Netze aufgetragen. Die Netze wurden anschließend mit 
gereinigtem mAk 5B4 inkubiert. Als sekundärer Antikörper wurde Ziege-anti-Maus-IgG-Antikörper 
verwendet, der mit 12 nm Goldpartikeln markiert war. Pfeile markieren Goldpartikel, die die 
Antikörperlokalisation zeigen. Die Balken entsprechen 100nm. 
(A) Unbehandelte Fibrillenfragmente; (B) Mit GuHCl behandelte Fibrillenfragmente.  
 
 
Abb. 37. Immuno-Gold-Markierung mit monoklonalem Antikörper 5B4 auf mit Trypsin 
behandelten Fibrillenfragmenten 
Fibrillenfragmente wurden mit Trypsin behandelt und auf die Netze aufgetragen. Die Netze 
wurden mit gereinigtem 5B4 inkubiert. Als sekundärer Antikörper wurde Ziege-anti-Maus-IgG-
Antikörper verwendet, der mit 12 nm Goldpartikeln markiert war. Der Balken entspricht 100nm. 
 
3.6.2 Biochemische Charakterisierung  
3.6.2.1 Dot-Blot 
Der Antikörper 5B4 detektierte das Antigen in Fibrillenfragmenten im Dot-Blot unter 
reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen (Abb. 37). Denaturierung durch 
Zusatz von SDS und β-Mercaptoethanol führte zu einer Veränderung der antigenen 
Determinante an den Fibrillenfragmenten. Die Folge war eine etwas stärkere 
Reaktion an dem behandelten Material (Abb. 38, B) im Vergleich zu unbehandelten 
Fibrillenfragmenten (Abb. 38, A). 
 
 
Abb. 38. Dot-Blot-Analyse unter nativen 
und denaturierenden Bedingungen 
Fibrillenfragmente wurden auf Nitrocellulose-
Membranen appliziert und mit Überständen 
von Hybridomklon 5B4 inkubiert.  
(A) Unbehandelte Fibrillenfragmente  
(B) Fragmente nach einer Behandlung mit 
SDS und β-Mercaptoethanol 
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3.6.2.2 Western-Blot 
Zusätzlich zu den aus dem Dot-Blot erhaltenen Daten konnten mittels des 
monoklonalen Antikörpers 5B4 auch ein Eindruck über die Größe des Antigens 
gewonnen werden. Mit dem mAk 5B4 konnte im Western-Blot gegen 
Fibrillenfragmente eine diffuse Färbung im Bereich der Sammelgelgrenze bis ca. 
66 kDa beobachtet werden. Das Antigen stellt somit einen hochmolekularen 
Matrixbestandteil dar. Der Antikörper ist im Western-Blot einsetzbar und sowohl unter 
denaturierenden als auch unter nicht reduzierenden Bedingungen reaktiv (Abb. 38). 
Bei einer hohen Verdünnung (1 zu 5000) von Hybridomüberständen des Klons 5B4 
wurde das Antigen immer noch in Western-Blot detektiert. 
Es wurde vermutet, dass die diffusen Banden durch eine zu hohe 
Antigenkonzentration zustandekommen. Um die Entstehung diffuser Banden zu 
verhindern, wurde die Menge der verwendeten Fibrillenextrakte reduziert. Auch mit 
geringeren Antigenkonzentrationen ergaben sich Signale gleicher Art, aber 
entsprechend der Menge des Antigens jeweils schwächer (s. Abb. 39).  
Bei der Analyse des 5B4 Antigens mittels Western-Blots war auffällig, dass der 
größte Teil der Moleküle nicht in das Gel eindringen konnte und in den Taschen des 
Sammelgels verblieb. Das könnte damit zusammenhängen, dass das Antigen an 
Knorpelfibrillen gebunden ist, die irreversibel quervernetzt vorliegen und damit 
unlöslich sind. Deswegen wurden für die weiteren Untersuchungen die Extrakte aus 
 
 
 
Abb. 39. Immunoblot mit Fibrillen-
fragmenten aus humanem artikulären 
Knorpel  
Für den dargestellten Immunoblot wurde 
Fibrillenextrakt in reduzierendem 
Probenpuffer in verschiedenen Mengen in 
einem 3,5-15%-igen SDS-PAGE Gel 
aufgetrennt, auf eine  Nitrocellulose–
Membran überführt und der Blot mit mAk 
5B4 inkubiert. 1 – 150 µl, 2 – 75 µl,  
3 – 35 µl, 4 – 10 µl.  
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kultivierten Chondrozyten verwendet. Bei diesen Zellen wurde durch die Zugabe von 
ß-Aminopropionitril zum Kulturmedium die Quervernetzung der Kollagenfibrillen 
unterdrückt.  
Immunoblot-Analysen ergaben, dass das Antigen nicht nur im Gelenkknorpel-Extrakt, 
sondern auch in Extrakten aus Agarose-Suspensionskulturen von humanen und 
Rinderchondrozyten zu finden war (Abb. 40). Die Chondrozyten wurden ohne Serum 
für 14 Tage kultiviert. Die Analyse mittels Western-Blot mit den gereinigten Extrakten 
von kultivierten adulten Rinderchondrozyten zeigte keine offensichtliche Veränderung 
im Laufverhalten des Antigens 5B4 gegenüber den Fibrillenextrakten. Der größere 
Teil des Antigens ist in den Taschen des 3-15%-igen SDS-Polyacrylamid-Gels 
verblieben. Das zeigt, dass die Zugabe von ß-Aminopropionitril zum Kulturmedium in 
diesem Fall keine bedeutende Rolle spielte. Interessanterweise ergaben sich nur 
schwache Signale mit mAk 5B4 im Western-Blot mit den Zellkulturextrakten aus 
Chondrozyten, die in Monolayer kultiviert wurden (Abb. 40, Bahn 3). 
Ein großes Problem bei der Verwendung von Zellkulturextrakten war die geringe 
Menge des Antigens (Abb. 40 Bahn 2 und 3). Deswegen wurde zur Anreicherung 
des Antigens aus den Chondrozytenkulturen eine chromatographische Reinigung 
und eine anschließende Konzentration der Probe durchgeführt. Die Reinigung wurde 
mittels ionenaustauschender DEAE-Säule unternommen. 
Dafür wurden mehrere Agarose-Suspensionkulturen von Rinderchondrozyten 
vereinigt. In einem ersten Schritt wurde Puffer mit erhöhter Salzkonzentration 
 
 
Abb. 40. MAk 5B4 im Immunoblot mit 
Extrakten aus Rinderkorpel und Kulturen 
von Rinderchondrozyten  
Extrakte wurden in einem 3,5-15%-igen SDS-
Polyacrylamid-Gel reduziert aufgetrennt, auf 
Nitrocellulose-Membran transferiert und mit 
mAk 5B4 entwickelt.  
1- Extrakt aus Rindergelenkknorpel  
2- Extrakt aus 14 Tage alten Agarose- 
Suspensionskulturen von Rinderchondrozyten 
3- Extrakt aus 14 Tage alten 
Monolayerkulturen von Rinderchondrozyten 
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(1 M NaCl) verwendet. Durch diese Extraktionsmethode sollte es gelingen, leicht 
lösliche Proteine zu isolieren. Das Chondrozytenextrakt wurde abzentrifugiert um 
grobe, unlösliche Anteile und die Agarose abzutrennen. Der gesamte Überstand 
wurde auf eine Endkonzentration von 0,15 M NaCl gebracht und auf eine kleine 
(1 ml) DEAE-Säule geladen. Die Elution wurde mit unterschiedlichen Puffern mit 
einem Schrittgradienten (0,15 M; 0,3 M und 1 M NaCl ) in 3 Säulenvolumen 
durchgeführt. Hierbei zeigte sich, dass das Antigen schon bei einer 
Salzkonzentration von 0,3 M NaCl von der Säule eluiert werden konnte. 
Es zeigte sich, dass das Antigen bei pH 7,4 an eine anionenaustauschende Säule 
bindet und eluiert werden konnte (Abb. 41).  
Der Antikörper 5B4 detektierte im Immunoblot vom Extrakt aus 14 Tagen alten 
Agarose-Suspensionkulturen von Rinderchondrozyten nach der Reinigung mit einer 
DEAE-Säule unter reduzierenden Bedingungen eine diffuse Bande im 
hochmolekularen Bereich, die sich bis ca. 66 kDa ausdehnte. Dieser Befund 
entspricht den Daten vom Western-Blot mit Fibrillenfragmenten aus Gelenkknorpel. 
Eine deutliche Reaktion mit dem mAk 5B4 war mit der Fraktion zu sehen, die bei 
0,3 M NaCl eluiert worden war. Eine Alcianblau-Färbung zeigt auf dem SDS-PAGE 
Gel mit der gleichen Fraktion ebenfalls eine diffuse Bande, vergleichbar mit der 
Bande, die im Western-Blot detektiert wurde. Die Alcianblau-Färbung ist ein typischer 
Nachweis für Glykosaminoglykane (Carboxylgruppen und Sulfatgruppen). Diese 
Ergebnisse deuten darauf hin, dass es sich bei dem 5B4 Antigen möglicherweise um 
ein Proteoglykan handelt. 
 
 
Abb. 41. Analyse der Extrakte aus 
Rinderchondrozyten-Kulturen nach der 
DEAE-Chromatographie 
Einzelne nach DEAE-Chromatographie 
gewonnene Fraktionen wurden unter 
reduzierenden Bedingungen in einem  
3 - 15%-igen SDS-PAGE Gel aufgetrennt. 
Fraktionen wurden mit: 0,15 M NaCl (1); 0,3 M 
NaCl (2); 1 M NaCl (3-5) eluiert. 
1 - 3- Silberfärbung 
4- Alcianblau-Färbung 
5- Western-Blot-Analyse mit mAk 5B4 
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3.6.2.3 Aufreinigung des 5B4 Antigens  
Zur Isolierung des 5B4 Antigens wurden verschiedene Verfahren mit 
unterschiedlichen Ausgangsmaterialien getestet. Als erstes wurden Extrakte aus den 
Suspensionskulturen von Rinderchondrozyten verwendet. 
In den vorangegangenen Western-Blot-Experimenten wurde gezeigt, dass der mAk 
5B4 das Antigen im Extrakt auch nach einer DEAE–Säulen-Reinigung detektieren 
konnte. Die Fraktion, die bei 0,3 M NaCl eluiert wurde, enthielt das unbekannte 
Protein, das von mAk 5B4 erkannt wurde. Diese Fraktion wurde für eine weitere 
Aufreinigung des Antigens verwendet.  
Der gereinigte mAk 5B4 wurde kovalent an Sepharose gekoppelt und für die 
Präzipitation des korrespondierenden Antigens eingesetzt. Die Proben wurden 
anschließend in Laemmli Probenpuffer mit 5% ß-Mercaptoethanol gekocht, mittels 
SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit gereinigtem 5B4 mAk getestet. Diverse 
Fraktionen der Reinigungsschritte wurden auch mit Alcianblau-Färbung analysiert 
(Abb. 42). 
Wie aus Abb. 42 ersichtlich ist, war unter den verwendeten Bedingungen eine 
Anreicherung des Antigens mittels Affinitätsreinigung nicht möglich. Entweder 
konnten die Antikörper-Bead-Komplexe keine hochmolekularen Matrixbestandteile 
aus Extrakten binden, oder die Elutionsbedingungen waren in diesem Fall nicht 
optimal, um das Antigen von den Beads zu trennen. 
Es wurde eine weitere Affinitätsreinigung mit Extrakten aus nasalem Rinderknorpel 
durchgeführt. Allerdings wurde hier der Antikörper mit dem gebundenen Antigen von 
den Beads mit 0,5 M Essigsäure pH 2,4 eluiert. Nach Elution des Antigens hätte 
diese Probe direkt  für die massenpektrometrische Analyse verwendet werden 
können, da diese kein Salz enthält und leicht getrocknet werden kann. Leider war es 
nicht möglich, unter diesen Bedingungen das Antigen von den Beads zu trennen. Auf 
einem Western-Blot mit mAk 5B4 waren keine Signale in hochmolekularen Bereich 
zu beobachten (Abb. 42, Bahn 1). Anschließend konnte das Antigen durch Kochen in 
Laemmi Probenpuffer mit 5% ß-Mercaptoethanol von den Beads gelöst werden (Abb 
43, Bahn 2), wodurch es leider nicht für weitere Strukturanalysen verwendbar war. 
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Abb. 42. Immunpräzipitation mit monoklonalem Antikörper 5B4  
Ein Extrakt aus Kulturen von Rinderchondrozyten wurde über eine DEAE-Säule gereinigt und mit
den monoklonalen Antikörper 5B4 unter Verwendung von Anti-Maus-IgG Agarose präzipitiert. Die
Proben wurden in einem 3,5-15%-igen SDS-PAGE Gel unter reduzierenden Bedingungen
aufgetrennt und entweder gefärbt oder auf eine Nitrocellulose–Membran transferiert und
anschließend mit dem mAk 5B4 getestet. 
 
1- Extrakt nach Reinigung über eine DEAE-Säule (Ausgangsprobe), Alcianblau-Färbung 
 
2- Extrakt nach Reinigung über eine DEAE-Säule (Ausgangsprobe), Western-Blot mit mAk 5B4 
 
3- Immunpräzipitat mit mAk 5B4, Western-Blot mit mAk 5B4 
 
4- IgG-Agarose wurde ohne monoklonalen Antikörper mit Extrakten inkubiert und wie Probe 3 
behandelt (Negativkontrolle) 
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3.6.2.4 Analyse der Glykosylierung des 5B4 Antigens 
Das Antigen 5B4 wurde im Western-Blot als diffuse Bande im Bereich der Lauffront 
bis ca. 66 kDa beobachtet. Dieses undefinierte Laufverhalten erschwerte die 
Reinigung des Antigens und dessen Identifizierung, z.B. die Sequenzierung mittels 
MALDI-TOF. 
Das beobachtete Laufverhalten könnte durch verknüpfte Zuckerstrukturen begründet 
sein. Um zu klären, ob N- oder O-verknüpfte Oligosaccharide die Ursache für die 
diffusen Bande des Antigens darstellen, wurden folgende Experimente mit 
angereicherten Extrakten aus humanem Gelenkknorpel durchgeführt. Knorpel-
extrakte wurden mit verschiedenen deglykosylierenden Enzymen behandelt. O-
verknüpfte Oligosaccharide wurden mit ABC-Chondroitinase und Heparitinase 
abgebaut. Eine Abspaltung der N-verknüpften Zucker erfolgte durch die Behandlung 
der Probe mit N-Glykosidase F. Die im Immunoblot entdeckten Bandenmuster 
unterschieden sich nach dem Verdau mit N-Glykosidase F, Heparitinase und ABC-
Chondroitinase von den unbehandelten Proben (Abb. 44).  
Mit diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Behandlung der 
Knorpelextrakte mit Enzymen keine deutlichen Veränderungen bezüglich des 
Laufverhaltens des 5B4 Antigens in der SDS-PAGE ergaben. 
 
 
Abb. 43. Immunpräzipitation mit 
monoklonalem Antikörper 5B4 
Extrakt aus nasalem Rinderknorpel wurde 
mit dem mAk 5B4 präzipitiert und in einem 
3-15%-igen SDS-PAGE unter 
reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. 
Die Detektion erfolgte mittels Immunoblot 
mit dem mAk 5B4. 
1- Immunopräzipitat mit mAk 5B4 nach 
Elution in 0,5 M Essigsäure  
2- Immunopräzipitat mit mAk 5B4 nach 
Elution durch Kochen in Lämmli 
Probenpuffer 5% ß-Mercaptoethanol  
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Weitere Untersuchungen wurden mit gereinigten Extrakten aus Suspensionskulturen 
von Rinderchondrozyten durchgeführt. Die Proben wurden nach Verdau mit ABC-
Chondroitinase zusätzlich mit Endo-β-galaktosidase (aus Escherichia freundi) 
inkubiert. Im Gegensatz zu den anderen Enzymbehandlungen resultierte die 
Behandlung der Probe mit Endo-β-galaktosidase in einer weitgehenden Eliminierung 
des Signals im Western-Blot mit mAk 5B4 (Abb. 45). 
 
 
 
Abb. 44. Verdau von Extrakten aus adultem 
humanen artikulären Knorpel mit verschiedenen 
Enzymen 
Knorpelextraktproben wurden enzymatisch behandelt. 
Danach wurden die Proteine unter reduzierenden 
Bedingungen in einem 3-15%-igen SDS-PAGE Gel 
getrennt, anschließend geblottet und mit dem mAk 
5B4 detektiert. 
1 und 3- Unbehandelte Fibrillenfragmente  
2- Fibrillenfragmente nach Behandlung mit 
Heparitinase und ABC-Chondroitinase  
4- Fibrillenfragmente nach Behandlung mit 
N-Glykosidase F. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 45. Enzymatischer Verdau des 5B4 Antigens 
aus gereinigtem Extrakt von Suspensionskulturen 
aus Rinderchondrozyten 
Der Extrakt wurde enzymatisch behandelt. Die 
Proteine wurden nach Reduktion in einem  
3 - 15% - igen SDS-PAGE Gel aufgetrennt, geblottet 
und anschließend mit dem mAk 5B4 detektiert.  
1- gereinigter Extrakt ohne enzymatische 
Behandlung  
2- Extrakt nach Behandlung mit ABC-Chondroitinase  
3- Extrakt nach Behandlung mit ABC-Chondroitinase 
und Endo-β-galaktosidase. 
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In der Probe ohne Behandlung erkannte der mAk 5B4 eine hochmolekulare diffuse 
Bande, die zum Teil nicht in das 3-15% SDS-PAGE Gel eindringen konnte. Nach der 
ABC-Chondroitinase Behandlung konnte eine Verminderung des Signals im Bereich 
der Probenauftragstasche beobachtet werden und die diffuse Bande verlängerte 
sich. Das Signal war bis ca. 66 kDa zu erkennen.  
Aufgrund dieser Beobachtungen liegt die Vermutung nahe, dass der mAk 5B4 ein 
Epitop auf einem oder mehreren PG erkennt. Knorpel-Proteoglykane tragen 
unterschiedlich viele Glykosaminoglykan-Ketten, die sich aufgrund ihrer 
Zusammensetzung in verschiedene Gruppen einteilen lassen: Hyaluronsäure, 
Chondroitinsulfat, Dermatansulfat, Keratansulfat, Heparansulfat und Heparin. Eine 
Hauptkomponente in der extrafibrillären Knorpelmatrix ist das Proteoglykan 
Aggrekan. Aggrekan ist sehr stark glykosyliert. Fast 90% seiner Masse machen die 
GAG-Seitenketten aus. Jedes Aggrekan–Molekül enthält ca. 100 Chondroitinsulfat-
Ketten und 60 Keratansulfat–Ketten.  
Zur genaueren Bestimmung des Epitops von 5B4 mAk wurde ein Inhibitions-ELISA 
mit Aggrekan, Chondroitinsulfat, Heparansulfat und Keratansulfat etabliert und 
durchgeführt. Zur Inhibition wurde Keratansulfat aus boviner Cornea und Aggrecan 
 
 
 
 
 
Abb. 46. Analyse des 5B4 Antigens 
mittels Inhibitions-ELISA 
Eine 96-Loch-Platte wurde mit 
Fibrillenfragmenten beschichtet. Durch 
Zugabe des mAk 5B4 und Inhibitoren in 
verschiedenen Konzentrationen wurde 
die Spezifität des mAk bestimmt. Als 
Inhibitoren wurden Chondroitinsulfat 
(CS), Heparansulfat (HS), Aggrekan 
und Keratansulfat (KS) verwendet. 
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aus artikulärem Knorpel verwendet. Eine 96-Loch-Platte wurde mit 
Fibrillenfragmenten aus artikulärem humanen Knorpel in PBS beschichtet und 
anschließend mit 2% BSA in PBS blockiert. Anschließend wurden gereinigte mAk 
5B4 und gleichzeitig entsprechende Inhibitoren in verschiedenen Konzentrationen 
eingesetzt. Die sinkende Intensität der Farbreaktion bei steigender Inhibitor-
Konzentration zeigt die Antikörper-Spezifität (Abb. 46).  
Der Inhibitions-ELISA zeigte, dass die Bindung des mAk 5B4 an die immobilisierten 
Fibrillenfragmente durch Aggrekan und Keratansulfat inhibiert werden kann. Diese 
Ergebnisse deuteten darauf hin, dass das 5B4-Epitop in Keratansulfat zu finden ist.  
Die Inhibitions-ELISA-Analyse wurde auch mit N-Acetyllactosamin-Einheit (Gal ß1, 4 
GlcNAc) durchgeführt, welches ein struktureller Teil des KS–Molekül ist. Dabei wurde 
kein Inhibitionseffekt beobachtet (Abb. 47). 
 
 
 
 
 
Abb. 47. Analyse des 5B4 Antigens mit 
Inhibitions ELISA 
Eine 96-Loch-Platte wurde mit 
Fibrillenfragmenten beschichtet. Durch 
Zugabe des mAk 5B4 und Inhibitoren in 
sinkender Konzentration wurde die Spezifität 
des mAk bestimmt. Als Inhibitoren wurden 
Aggrekan, Keratansulfat (KS) und 
N-Acetyllactosamin-Einheit (Galß1,4GlcNAc) 
verwendet. 
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Ein enzymatischer Abbau von gereinigtem Aggrekan wurde mit ABC-Chondroitinase, 
Endo-β-galaktosidase oder Keratanase (aus Pseudomonas sp.) bzw. allen Enzymen 
zusammen durchgeführt. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, 
geblottet und im Western-Blot mit gereinigtem mAk 5B4 getestet (Abb. 48). Nach 
ABC-Chondroitinase- und Endo-β-galaktosidase-Behandlung wurde ein ähnliches 
Ergebnis erhalten, wie mit Extrakten aus Kulturen von Rinderchondrozyten. Nach 
Keratanaseverdau wurden schwächere Veränderung beobachtet. Bei allen Enzymen 
zusammen wurde kein Signal mehr detektiert.  
ABC-Chondroitinase- und Endo-β-galaktosidaseverdau von isoliertem Aggrekan aus 
bovinem nasalen Knorpel führten im Western-Blot mit dem mAk 5B4 zu 
vergleichbaren Ergebnissen wie Aggrekan isoliert aus artikulärem Knorpel (Daten 
werden nicht dargestellt).  
 
 
 
 
 
 
Abb. 48. Enzymatischer Verdau des gereinigten 
Aggrekans aus artikulärem Rinder- Knorpel  
Gereinigtes Aggrekan wurde enzymatisch behandelt. 
Anschließend wurden die Proteine in einem 3-15%-
igen SDS-PAGE Gel unter reduzierenden 
Bedingungen aufgetrennt, geblottet und mit mAk 5B4 
detektiert. Aggrekan nach Behandlung mit:  
1- ABC-Chondroitinase  
2- ABC- Chondroitinase, Endo-β-galaktosidase 
und Keratanase;  
3- Keratanase  
4- Endo-β-galaktosidase  
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Um das vom mAk 5B4 erkannte Epitop zu charakterisieren, wurden dünnschicht-
chromatographische Studien mit verschiedenen Glykosphingolipiden (GSL) 
durchgeführt (Abb. 49).  
Die kohlenhydratfreie Grundstruktur der Glykosphingolipide ist Ceramid (Cer). Die für 
die Analyse verwendeten natürlich vorkommenden GSL stammen aus humanen 
Granulozyten und beinhalten keine Sulfatgruppen. Die Untersuchungen wurden in 
der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Peter-Katalinic von Herrn Dr. Müthing (Institut 
für Biophysik, Universität Münster) durchgeführt. Eine Anfärbung der fixierten 
Konstrukte mit Hilfe des mAk 5B4 lässt keine Zuordnung zu bestimmten 
Glykosphingolipiden zu (Müthing et al., 2004). Unter anderem reagierte der mAk 
nicht mit der N-Acetyllactosamin-Einheit. Ferner war er auch im Inhibitions-ELISA 
nicht reaktiv. 
 
Galβ1-4GlcNAc β1-3Gal β1- 4GlcNAc β1-3 Galβ1-4Glc β1-1Cer
Galβ1-4GlcNAc β1-3Gal β1- 4Glc β1-1Cer
Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc β1-3Gal β1-4Glc β1-1Cer
Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAc β1-3Gal β1-4Glc β1-1Cer
Galβ1-4(Fucα1-3)GlcNAc β1-3Gal β1-4 GlcNAc β1-3Gal β1- 4 Glc β1-1Cer  
 
 
Abb. 49. 
Glykosphingolipide, die für die Analyse des mAk 5B4 mittels Dünnschichtchromatographie verwendet 
wurden.  
Gal (Galactose); Glc (Glucose); GlcNAc (N-Acetylglucosamin);  
Neu5Ac (N-Acetylneuraminsäure); Fuc (Fucose); Cer (Ceramid) 
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3.6.3 Immunhistochemische Analyse der Lokalisation des 5B4 Antigens 
im Knorpelgewebe 
Die Analyse der Lokalisation des KS-Epitops an Aggrekan in Knorpel wurde auf 
Paraffin-Schnitten von fötalem humanen artikulären Knorpel aus der Hüfte 
durchgeführt. Mit dieser Untersuchung sollten folgende Fragen beantwortet werden: 
Markiert der Antikörper das Antigen nur in spezifischen Regionen des Knorpels oder 
ist es in allen Zonen des Knorpels vorhanden? Sind die Epitope in 
immunhistochemischen Analysen auf Paraffin-Schnitten ohne enzymatischen Verdau 
frei zugänglich?  
Die Detektion des Antigens 5B4 erfolgte mit indirekter immunhistochemischer 
Analyse mit einem sekundären Antikörper, an den alkalische Phosphatase gekoppelt 
war. Die Schnitte wurden mit Hämatoxylin gegengefärbt. Die Schnitte wurden in 
Parallelansätzen mit und ohne Hyaluronidase-Behandlung untersucht. 
Bei der Gewebeverteilung des Antigens 5B4 im Knorpel mit und ohne Hyaluronidase-
Behandlung war ein deutlicher Unterschied zu sehen (Abb. 50). Mit Hyaluronidase-
Behandlung wurde eine Markierung in der interterritorialen Region von Chondrozyten 
der hypertrophen Zone beobachtet (Abb. 50, B). In der unbehandelten Probe wurde 
eine schwache perizelluläre Färbung um die Chondrozyten nachgewiesen 
(Abb. 50, A). 
 
 
 
Abb. 50. Alkalische Phosphatase- und Hematoxylin-Färbung zur Lokalisierung des Antigen 
5B4 in fötalem hyalinen Knorpel (Wirbel, hypertrophe Zone)  
(A) Ohne Hyaluronidase-Behandlung; (B) Mit Hyaluronidase-Behandlung. Die Balken entsprechen 
jeweils 50 µm.  
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4 Diskussion 
 
4.1 Herstellung eines Panels monoklonaler Antikörper gegen 
Knorpelfibrillenoberflächenmoleküle  
Die Identifizierung neuer Komponenten auf der Oberfläche von Knorpelfibrillen kann 
mit verschiedensten Methoden erfolgen. Einzelne Matrix-Moleküle aus Knorpel, wie 
z.B. Fibronektin und Kollagen IX, wurden nach einer Extraktion durch klassische 
biochemische Reinigung wie Gelfiltrations-Chromatographie und Anionen-
Austausch-Chromatographie erhalten (Heinegard und Paulsson, 1987). Für Fibrillen-
komponenten sind solche Methoden jedoch nicht geeignet, da diese unlösliche 
Strukturen sind, die hochgradig irreversibel kovalent quervernetzt sind (Eyre und Wu, 
1995). Ihre Extraktion aus dem Gewebe ist nur mittels Detergentien, chaotropen 
Agentien wie Harnstoff und Guanidiniumhydrochlorid, unter extremen pH-Werten, 
chemischen Modifikationen und proteolytischem Abbau möglich (Timpl et al., 1987; 
Yanagishita et al., 1987; Hascall et al., 1994). Das größte Problem dabei besteht 
darin, dass durch solche Isolierungsprozeduren die primäre native 
Zusammensetzung der Moleküle zerstört wird (Whitelock und Iozzo, 2002). 
ECM-Komponenten wie Kollagen, Link Protein, Fibronektin, Thrombospondin und 
weitere Proteoglykane existieren in mehreren Isoformen im Gewebe. Diese 
Isoformen können das Resultat unterschiedlicher Genprodukte, post-translationaler 
Modifikationen, alternativen Spleißens oder einer Kombination der individuellen 
Zusammensetzung der Proteinketten als Homo- und Heteromultimere sein. Viele 
ECM-Komponenten kommen im Gewebe ausschließlich als hochmolekulare 
Aggregate vor (Gil et al., 2002).  
Eine Möglichkeit, neue Oberflächenkomponenten zu definieren, besteht in der 
Herstellung monoklonaler Antikörper gegen Fibrillenfragmente aus Knorpel mit 
anschließender Identifizierung der korrespondierenden Antigene mit Hilfe dieser 
Antikörper. Diese Strategie wurde im Rahmen dieser Arbeit verfolgt. Studien mit 
solchen monoklonalen Antikörpern als Werkzeug bieten einzigartige Möglichkeiten 
zum Verständnis der nativen Struktur und der Zusammensetzung der ECM-
Komponenten. 
Die Verwendung monoklonaler Antikörper mit ihrer hohen Spezifität bietet im 
Vergleich zu polyklonalen Antikörpern den Vorteil eines geringeren Hintergrundes in 
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verschiedenen Anwendungen (Gay und Fine, 1987). Auf der anderen Seite kann die 
höhere Spezifität der mAk auch nachteilig sein. Monoklonale Antikörper erkennen 
sehr spezifisch nur ein bestimmtes Epitop. Eine nicht 100% korrekte Faltung eines 
Proteins kann die Erkennung dieses Epitops verhindern oder die Bindungsaffinität 
stark herabsetzen (Fox und Siraganian, 1986).  
Monoklonale Antikörper wurden bereits für die Identifizierung und Isolierung einiger 
Moleküle eingesetzt (Harlow und Lane, 1988). Z.B. wurde ein neues ECM-Molekül 
namens Flexilin mit Hilfe monoklonaler Antikörper identifiziert und anschließend 
mittels Affinitäts-Chromatographie gereinigt (Lethias et al., 1996). Auch wurde mit 
verfügbaren monoklonalen Antikörpern gegen GAG-Ketten (anti-HS mAk 10E4 von 
Seikagaku (David et al., 1992) und anti-CS mAk von Sigma (Avnur und Geiger, 
1984) eine Affinitäts-Reinigung von Perlecan durchgeführt (Whitelock et al., 2002). 
Monoklonale Antikörper können zu unterschiedlichen Zwecken hergestellt werden. 
Sollen Antikörper gegen eine bestimmte funktionale Gruppe oder ein bestimmtes 
Fragment eines bekannten Moleküls gerichtet sein, werden gereinigte Antigene für 
die Immunisierung eingesetzt. So wurde eine Reihe von monoklonalen Antikörpern 
gegen verschiedene Typen von Kollagenen beschrieben, die gegen eine bestimmte 
Domäne gerichtet sind. Für die Produktion solcher Antikörper wurden durch 
Anionenaustausch-Chromatographie hochgereinigte Antigene verwendet (Gay et al., 
1987). 
Um Antikörper gegen unbekannte Bestandteile großer Molekülkomplexe zu erhalten, 
werden diese möglichst unbehandelt für die Immunisierung verwendet. Diese 
Immunisierung wurde gegen Zell-Oberflächen-Antigene mit groben Zell-
membranfragmenten durchgeführt. Auf diese Weise wurden integrin-assozierte 
Proteine identifiziert (Berditchevski et al., 1997). Um mAk gegen ECM-Komponenten 
und Adhäsionsmolekülrezeptoren zu bekommen, wurde ein natives Gemisch aus 
kultivierten Keratinozyten und Fibroblasten als Antigen verwendet. Auf diese Weise 
wurden mAk gegen unterschiedliche Domänen von Laminin 5 gewonnen (Gil et al., 
2002). Ein weiterer betrachtenswerter Aspekt ist die Tatsache, dass die Antigene 
während der Immunisierung biologisch abgebaut werden können. Dadurch können 
auch mAk gegen Determinanten gebildet werden, die auf den nativen Antigenen 
unzugänglich sind (Peters und Baumgarten, 1990).  
Es wurde entschieden, Knorpelfibrillen mit deren Oberflächenkomponenten 
unverändert für die Immunisierung zu verwenden. Es konnte gezeigt werden, dass 
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sich durch Homogenisation und differentielle Zentrifugation Fibrillenfragmente mit 
intakter Struktur aus Knorpelgewebe isolieren lassen. Diese sind dann als 
Untersuchungsobjekte für strukturelle Studien geeignet und können auch für die 
Generierung von spezifischen Antikörpern verwendet werden (Bruckner und van der 
Rest, 1994).  
Die Fibrillenfragmente aus Knorpelextrakten wurden zur Immunisierung von Mäusen 
über mehrere Wochen verwendet. Schließlich standen Tiere mit ausreichendem 
Antikörpertiter im Blut zur Verfügung, so dass die Milzzellen dieser Tiere zur 
Hybridomherstellung verwendet werden konnten. Zur Charakterisierung der 
erhaltenen monoklonalen Antikörper wurden diese einer Typisierung unterzogen.  
Die Kenntnis des Isotyps der produzierten Antikörper ist von essentieller Bedeutung, 
da unterschiedliche Subklassen in diversen Anwendungsbereichen verschiedene 
Eigenschaften besitzen. Alle in dieser Arbeit analysierten Antikörper waren vom Typ 
IgG. IgG-Antikörper werden im Allgemeinen in Folge einer längeren 
Antigenexposition gebildet. Dazu ist in der Regel eine Immunisierung von Mäusen 
über mehrere Wochen notwendig (Peters und Baumgarten, 1990).  
Nach der Immunisierung bekommt man ein großes Spektrum verschiedener mAk, 
die in verschiedenen Testverfahren untersucht werden. Existieren von einem Antigen 
verschiedene, genetisch determinierte Allele oder sind die Antigene unlöslich, so ist 
es sinnvoll, den Test mit der Antigenmischung durchzuführen, die auch zum 
Immunisieren verwendet wurde (Gil et al., 2002).  
Die antikörperproduzierenden Klone wurden subkloniert und mittels unterschiedlicher 
Methoden getestet. Eine Auswahl der monoklonalen Antikörper wurde entsprechend 
ihrer Reaktivitäten in ELISA, Dot-Blot, Western-Blot, immunoelektronen-
mikroskopischen und immunhistochemischen Untersuchungen vorgenommen. Die 
ersten Versuchsreihen zur Identifizierung positiver Hybridomklone mit dem ELISA-
Verfahren waren nicht erfolgreich. Verantwortlich dafür ist wahrscheinlich die 
komplexe Zusammensetzung und die Unlöslichkeit der Fibrillen (Wu und Eyre, 
1995). Dieses Problem wurde durch die Etablierung eines Dot-Blot-Verfahrens gelöst 
(Calabro et al., 1992). Unbehandelte oder mit β-Mercaptoethanol reduzierte 
Fibrillenfragmente aus humanem artikulären Knorpel wurden auf Nitrozellulose 
aufgetragen und mit Kulturüberständen der zu testenden Klone zur Reaktion 
gebracht. Dies erlaubte eine reproduzierbare Identifizierung positiv reagierender 
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Hybridomüberstände und die Zahl der selektierten Klone konnte auf ca. 30% der 
ursprünglich vorhandenen reduziert werden.  
Die Dot-Blot-Analyse sagt zwar etwas über die Reaktivität der Antikörper aus, lässt 
aber keine Identifikation der gesuchten Antikörper zu, die sich gegen Fibrillen-
oberflächenkomponenten richten. Das Interesse an den bisher untersuchten Klonen 
wurde mittels Immunoelektronenmikroskopie mit Fibrillenfragmenten verifiziert. Als 
Auswahlkriterium für erwünschte Hybridomklone galt dabei eine Immunreaktion an 
der oder nahe der Fibrillenoberfläche. 
Dieses Verfahren wurde bereits für die Untersuchung von Fibrillenoberflächen-
komponenten verwendet (Hagg et al., 1998). Studien mittels Immunoelektronen-
mikroskopie mit monoklonalen und polyklonalen Antikörpern gegen Kollagen IX und 
Decorin gaben schlüssige Informationen über die Verteilung dieser 
Oberflächenkomponenten auf verschiedenen Fibrillenpopulationen im Knorpel. Dabei 
zeigten sich charakteristische Unterschiede in der Zusammensetzung der Fibrillen 
(Hagg et al., 1998). 
Eine große Zahl an Antikörpern konnte in immunoelektronenmikroskopischen Unter-
suchungen eingesetzt werden. Es ergaben sich unterschiedliche Verteilungsmuster 
auf den Präparaten der Fibrillenfragmente. Die Lokalisation der korrespondierenden 
Antigene war entweder nur auf die Fibrillenoberfläche beschränkt oder es konnte 
eine Verteilung auf den Fibrillenoberflächen und in der extrafibrillären Matrix 
beobachtet werden. Die Antikörper dreier Klone (N6, 4A2, 5B4) reagierten eindeutig 
mit Antigenen nahe der Fibrillenoberfläche, was durch entsprechende Markierung 
der Fibrillen in der Immunoelektronenmikroskopie gezeigt wurde. 
Ein großes Spektrum verschiedener mAk lässt sich in der Regel in einem Screening-
Test (Western-Blot) nachweisen, der mit nativem oder denaturiertem Material 
durchgeführt wird (Peters et al, 1990). Es wurde berichtet, dass es allerdings auch 
mAk gibt, die durch Immunisierung mit nativen Strukturen induziert werden, aber nur 
mit denaturiertem Material reagieren (Peters und Baumgarten, 1990).  
Die weitere Charakterisierung der Hybridomüberstände wurde mittels Western-Blot 
mit reduzierten und nicht reduzierten Knorpelextrakten und Extrakten aus 
Chondrozyten-Agarosekulturen vorgenommen. Eine große Zahl an Antikörpern 
konnte zur Detektion der korrespondierenden Antigene im Western-Blot eingesetzt 
werden, welche unterschiedliche Signal-Muster ergaben. 
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Mehrere Hybridomlinien haben im Immunoblot diffuse Signale identifiziert, die 
Glykoproteine oder Kohlenhydrate als Antigene vermuten ließen. So reagierte der 
mAk 5B4 im Western-Blot mit einem diffus migrierenden Antigen, dessen 
elektrophoretische Mobilität durch Reduktion nicht verändert wurde. In der Fusion 
Nr. 2 wurden bei ca. 450 von 750 Klonen diffuse Banden beobachtet. Die mAk 
werden jedoch vor allem gegen die Moleküle gebildet, die am stärksten immunogen 
sind und am häufigsten in dem Gemisch vorkommen. So wurden bei der 
Immunisierung mit großen Proteoglykanaggregaten aus Rindernasalknorpel 
meistens mAk gegen die GAG-Ketten gebildet und nicht gegen die Coreproteine 
(Christner et al., 1980). Bei der Immunoelektronenmikroskopie waren die 
korrespondierenden Antikörper auf der Fibrillen-Peripherie und im 
Extrafibrillärenraum verteilt. Dies kann bedeuten, dass sich auf der 
Fibrillenoberfläche zahlreiche Glykosaminoglykan-Ketten befinden. Möglicherweise 
sind einige von ihnen Chondroitin/Dermatansulfat-Ketten des Kollagen IX. Kollagen 
IX ist an der Oberfläche der Knorpelfibrillen verteilt (Eyre et al., 1992). Die GAG-
Substitutionsstelle befindet sich auf der NC3 Domäne der α2(IX)-Kette (Bruckner et 
al., 1985). Der Anteil und die Länge der GAG-Ketten ist gewebeabhängig (Yada et 
al., 1990). Da die Fibrillen nur 10% Kollagen IX enthalten, sind sicherlich auch 
andere Moleküle für diese Immunogenität zuständig. 
Die GAG-Ketten können die Wechselwirkungen zwischen Fibrillen und weiteren 
Makromolekülen der Knorpelmatrix vermitteln. Es gibt Hinweise, dass Decorin über 
die GAG-Kette an Kollagen I und Kollagen XIV gebunden werden kann (Font et al., 
1993). 
Es ist zu erwarten, dass nicht alle Oberflächenkomponenten der Fibrillen durch 
Negativkontrastierung abzubilden sind. Immuno-Gold-elektronenmikroskopische 
Studien können in diesem Fall wertvolle Daten zur genauen Zusammensetzung der 
Fibrillen liefern. Die Analyse der Kollagenfibrillen mit Hilfe des mAk 5B4 erweitert das 
Wissen über deren Struktur. Bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen stellte 
sich heraus, dass das 5B4 Antigen die Fibrillenoberfläche homogen bedeckt. Die 
biochemische Charakterisierung des Antigens zeigte, dass es ein Kohlenhydrat ist. 
Eine große Anzahl weiterer bei der Durchführung dieser Arbeit gewonnener mAk 
erkannten Kohlenhydrate, die nicht genauer definiert wurden. Diese Ergebnisse 
deuten darauf hin, dass Kohlenhydrat-Komponenten einen bedeutenden Teil der 
Fibrillenoberfläche darstellen. Kollagen II ist ebenfalls an der Fibrillenoberfläche 
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präsent, da viele im Laufe des Projektes erhaltene mAk eine Reaktivität gegen 
dieses Protein zeigen. 
Bisher wurde angenommen, dass neben Kollagen II weitere bereits bekannte 
Moleküle wie Kollagen IX, XI und Decorin an der Fibrillenoberfläche im Knorpel 
vorkommen (Abb.51). Diese Moleküle sollten vor allem mit ihrem Proteinanteil für die 
Struktur der Fibrillenoberfläche zuständig sein. Die Hypothese, dass auf der 
Fibrillenoberfläche im Knorpel Kohlenhydrat-Strukturen in bedeutenden Mengen 
vorkommen, ließ sich mit Hilfe der monoklonalen Antikörper bestätigen. In Abb. 52 
wird eine mögliche Struktur der Knorpelfibrillen nach unseren Befunden dargestellt.  
 
 
 
Kollagen IX
Kollagen IIKollagen XI
Decorin  
Abb. 51 Schematische Darstellung einer gebänderten Knorpelkollagenfibrille mit einem mittleren 
Durchmesser von 20-40 nm (nach Hagg et al., 1998). 
Kollagen XI copolymerisiert mit Kollagen II im Inneren der Fibrille. Kollagen IX ist antiparallel in die 
Fibrille integriert. Decorin bindet sich an die Oberfläche der Fibrille. 
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Abb. 52 Schematische Darstellung der möglichen Modelle der Fibrillenstruktur im Knorpel. 
Der Fibrillenkern besteht aus Kollagenen. Er wird durch Kohlenhydrat-Strukturen umhüllt. Die Befunde 
zeigten, dass überwiegend nicht-kollagene Komponenten die Oberfläche der Fibrillen darstellen. 
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4.2 Identifizierung des N6 Antigens 
Der monoklonale Antikörper N6 war in der Lage, das korrespondierende Antigen 
unter nativen und denaturierenden Bedingungen sowie speziesübergreifend zu 
erkennen. Erste Informationen konnten mittels Immunoelektronenmikroskopie und 
Immunoblot gesammelt werden.  
Der mAk N6 erkannte in immunoelektronenmikroskopischen Analysen ausschließlich 
Epitope an Fibrillenoberflächen. Er reagierte mit Fibrillenfragmenten sowohl aus 
humanem Gelenkknorpel als auch aus embryonalen Hühnersterna. Deswegen 
konnten zur Bestimmung des N6 Antigens Extrakte aus Agarose-Suspensions-
kulturen von embryonalen sternalen Hühnerchondrozyten verwendet werden. Das 
hat mehrere Vorteile gegenüber der Verwendung von Extrakten aus Gelenkknorpel 
oder Kulturen humaner Chondrozyten. Die Kollagene der Knorpelfibrillen sind 
hochgradig kovalent quervernetzt und nicht–kollagene Komponenten können 
ebenfalls der lysyloxidase-abhängigen Quervernetzung unterliegen (Eyre und Wu, 
1995). Dieser Umstand kann durch Zugabe von β-Aminopropionitril zu den 
Kulturmedien verhindert werden. Außerdem ist die Ausbeute an synthetisierten 
Molekülen bei embryonalen Hühnerchondrozyten sehr viel höher, als bei Kulturen 
adulter humaner Chondrozyten.  
Der Antikörper N6 wurde zur Analyse der Extrakte aus Agarosesuspensionskulturen 
der embryonalen Hühnerchondrozyten mittels Immunoblot verwendet. Unter 
reduzierenden Bedingungen war eine Bande mit einem Molekulargewicht von ca. 
120 kDa zu sehen. Das Bandenmuster und das ermittelte Molekulargewicht im SDS-
PAGE Gel ließen vermuten, dass es sich bei dem Antigen um α1-Kette des Kollagen 
II handelt. 
Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde der mAk N6 im Western-Blot gegen 
gereinigtes Kollagen II getestet. Dadurch wurde das Antigen N6 als Kollagen II 
identifiziert. Die Markierung der Fibrillenfragmente mit dem mAk bei elektronen-
mikroskopischer Betrachtung entsprach ebenfalls der für Kollagen II beschriebenen 
Lokalisation an den Fibrillen (Keene et al., 1995).  
Das fibrilläre Kollagen II dominiert mengenmäßig in den Fibrillen des Knorpels (Eyre 
und Wu, 1995). Zusammen mit Kollagen IX und XI bildet es die knorpelspezifischen 
Kollagenfibrillen (Bruckner und van der Rest, 1994; Eyre und Wu, 1995). Im Laufe 
des Projektes wurden mehrere Hybridomlinien erhalten, die Antikörper gegen 
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Kollagen II produzierten. Dies hängt damit zusammen, dass das Kollagen II ca. 80% 
des Gesamtkollagengehalts im Knorpel ausmacht.  
Um zu klären, ob der N6 Antikörper auch Kollagene anderer Spezies erkennt, wurde 
er im Western-Blot mit gereinigtem Kollagen II aus Suspensionskulturen von 
Rinderchondrozyten getestet. Der Antikörper erkannte hier ebenfalls die α1(II)-Kette. 
Zu einem geringen Anteil waren außerdem β-Banden von Kollagen II zu erkennen. 
Der neu gewonnene Antikörper N6 reagierte im Western-Blot mit Rinder-, Hühner- 
und humanem Kollagen II. Dieser mAk ist zudem in der Lage, Kollagen II mit allen 
gängigen Verfahren (ELISA, Immunoblotting, Immunhistologie und Elektronen-
mikroskopie) nachzuweisen.  
Es ist beschrieben, dass die α3(XI)-Kette weitergehend identisch mit der α1(II)-Kette 
ist (Wu und Eyre, 1995). Die Unterschiede zwischen den beiden Ketten sind auf eine 
andere Glykosylierung der α3(XI)-Kette und der Retention des N-Propeptids 
zurückzuführen (Blaschke et al., 2000). Deswegen wäre anzunehmen, dass der mAk 
N6 die α3(XI)-Kette ebenfalls erkennen wird. Der Antikörper wurde in Western-Blot 
mit reduzierten Proben von Kollagen XI aus Suspensionskulturen von Rinder-
chondrozyten eingesetzt. Der mAk N6 reagierte tatsächlich mit der α3(XI)-Kette, aber 
nicht mit den α1(XI)- und α2(XI)-Ketten. 
Der mAk N6 erkannte Kollagen II auch nach einer Pepsin-Behandlung. Das zeigt, 
dass sich das erkannte Epitop im pepsinresistenten tripelhelikalen Bereich befindet. 
In dieser Region sind die α1(II)- und α1(I)-Ketten zu 90% homolog (Baldwin et al., 
1989). Die Western-Blot-Analyse ergab, dass der mAk N6 mit der α1- und α2-Kette 
von Kollagen I aus Hühnersehnen unter reduzierenden Bedingungen reagiert. Es 
wurde bereits über Kreuzreaktivitäten anderer monoklonaler Antikörper gegen 
Kollagene berichtet (Swoboda et al., 1989). 
Um die Frage zu beantworten, welches Kollagen II-Epitop vom mAk N6erkannt wird 
und wo sich das Epitop im Kollagen-Netzwerk befindet, wurden immunhisto-
chemische Untersuchungen durchgeführt. Von besonderem Interesse war, ob sich 
das Epitop frei zugänglich an der Fibrillenoberfläche befindet und damit für die 
Interaktionen mit anderen Molekülen verfügbar ist. Um dies zu klären, wurden 
Kryostat-Schnitte 18 Tage alter embryonaler Hühnersterna mit dem Antikörper N6 
getestet. Die Schnitte wurden mit und ohne Hyaluronidase-Behandlung untersucht. 
Hyaluronidase entfernt die Proteoglykane, die eventuell die Bindungsstellen der 
Antikörper an Kollagen II verdecken.  
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Nach einer Hyaluronidase-Behandlung konnte eine intensive Färbung der Sterna 
beobachtet werden. Ohne enzymatischen Verdau war die Markierung sehr schwach. 
Das deutet darauf hin, dass das Epitop, welches vom mAk N6 erkannt wird, mit 
Glykosaminoglykanen maskiert ist und ohne enzymatische Vorbehandlung für den 
Antikörper nicht zugänglich ist. Auch andere Autoren untersuchten die Lokalisation 
von Kollagen II auf Kryostat-Schnitten von Hühnersterna mit und ohne 
Hyaluronidase-Behandlung (Irwin et al., 1985). Sie haben ebenfalls ein intensiveres 
Signal mit monoklonalem Antikörper gegen Kollagen II nach einer Hyaluronidase-
Behandlung beobachtet. Ohne enzymatischen Verdau konnten schwache 
perizelluläre Signale um die Chondrozyten beobachtet werden. Möglicherweise ist 
Kollagen II komplett mit Proteoglykanen bedeckt, so dass die Epitope für die 
Antikörper nicht erreichbar sind. Interessanterweise wurde eine stärkere Färbung mit 
mAk gegen C-terminale globuläre Domäne des Kollagen IX als gegen Kollagen II 
ohne enzymatische Behandlung mit Hyaluronidase nachgewiesen (Irwin et al., 1985).  
Die Analyse des Kollagen II-Epitops mit Hilfe des mAk N6 hat keine neuen 
Erkenntnisse über die Struktur der Kollagenfibrillen oder deren Wechselwirkung mit 
der umliegenden Matrix gebracht. Die Ergebnisse der immunhistochemischen und 
elektronenmikroskopischen Untersuchungen stimmten mit den Daten früherer 
Studien überein. Deswegen wurden weitere Analysen mit diesem mAk eingestellt. 
 
4.3 Identifizierung des 4A2 Antigens 
Der monoklonale Antikörper 4A2 war in der Lage, sein Antigen unter nativen und 
denaturierenden Bedingungen sowie speziesübergreifend zu erkennen. Er zeigte in 
verschiedenen Verfahren hohe Aktivität. So konnte er für Untersuchungen per Dot-
Blot, Western-Blot, Elektronenmikroskopie, Immunhistologie und für die Affinitäts-
reinigung des Antigens eingesetzt werden.  
Das 4A2 Antigen wurde im Western-Blot gegen Fibrillenfragmente aus humanem 
gesunden Gelenknorpel nur unter nicht reduzierenden Bedingungen vom Antikörper 
erkannt. Sowohl in Proben aus adultem als auch aus fötalem Gewebe war ein 
Protein im Bereich von ca. 400 kDa erkennbar. Unter reduzierenden Bedingungen 
war die Hintergrundfärbung sehr hoch und es konnte ein diffuses Signal von ca. 80 
bis 120 kDa beobachtet werden. Interessanterweise erkannte der mAk 4A2 im 
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Western-Blot gegen gereinigtes Antigen unter reduzierenden und nicht 
reduzierenden Bedingungen definierte Banden.  
Zur Identifizierung des 4A2 Antigens wurde das Protein aus Extrakten von humanem 
Gelenkknorpel isoliert. Hierzu wurde eine Immunpräzipitation mit dem monoklonalen 
Antikörper durchgeführt. Die Reinigungsmethoden müssen für jeden Antikörper und 
Antigen einzeln optimiert werden (Harlow et al., 1988). Es wurde eine Elution von 
4A2 Antigen unter alkalischen Bedingungen (pH 11,5) verwendet (Takada et al., 
1987). Das 4A2 Antigen konnte dadurch in einer für die Identifizierung ausreichenden 
Menge für eine Sequenzierung gewonnen werden. Dies deutet darauf hin, dass das 
Protein in vergleichbar hoher Menge in gesundem humanen Knorpel vorkommt und 
dass der mAk 4A2 eine hohe Affinität zum Antigen besitzt. 
Nach der Isolierung der entsprechenden Antigene besteht die Möglichkeit, diese 
anhand ihrer Proteinsequenz zu identifizieren. Die massenspektrometrischen 
Analysen mittels MALDI-TOF, welche in den letzten Jahren zunehmend 
weiterentwickelt wurden, erlauben ausgehend von SDS-PAGE-Banden eine 
Proteinidentifizierung im Bereich von 200 fmol. Diese Methoden sind relativ 
unempfindlich gegenüber einer Verunreinigung der Proben durch Salze und stellen 
somit eine sehr sensitive Methode zur Identifizierung von Proteinen dar. Im Fall des 
4A2 Antigens konnte nach Vergleich der erhaltenen Informationen mit Datenbanken 
eine Identifizierung des Proteins als Cartilage oligomeric matrix protein (COMP) 
erfolgen. 
COMP ist ein homopentameres Glykoprotein der extrazellulären Matrix, dessen 
Struktur und Funktion bisher nicht endgültig bekannt ist. COMP ist ein Protein von 
Knorpel, Sehnen und Bändern. Erstmals wurde COMP aus Rattenchondrosarkom-
Gewebe und bovinem Tracheaknorpel isoliert (Hedbom et al., 1992; Mörgelin et al., 
1992; Oldberg et al., 1992). Im Knorpel wurde COMP vor ca. zehn Jahren entdeckt. 
Sequenzvergleiche identifizierten COMP als Mitglied der Thrombospondin-Familie 
(Oldberg et al., 1992). Das monomere COMP ist ca. 82 kDa groß; das 
Molekulargewicht des Pentamers beträgt 524 kDa (Hedbom et al., 1992). Im Extrakt 
aus adultem humanen Knorpel unter nicht reduzierenden Bedingungen wird COMP 
in dieser Arbeit in der Größenordnung von ca. 400 kDa dargestellt. Diese 
Unterschiede könnten auf der Glykosylierung der Moleküle beruhen. 
COMP zeichnet sich durch eine charakteristische Molekülstruktur aus. Es besteht 
aus einer Oligomerisierungsdomäne, vier EGF-Domänen, acht Ca2+-bindenden Typ-
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3-Motiven und einer carboxyterminalen TC-Domäne. COMP ist N-glykosyliert und 
trägt vor allem Galaktosamin, Glucuronsäure, Glucosamin und Galaktose. 
Chemische und massenspektroskopische Analysen von humanem und bovinem 
COMP ergaben, dass es nicht O-glykosyliert ist. Es trägt vielmehr ein 1874 Da 
großes Oligosaccharid vom Mannose-reichen Typ an Asn101 (EGF-Domäne). Auch 
Asn–721 (TC-Domäne) ist mit einer 1724 Da schweren Zuckerstruktur verbunden 
(Hedbom et al., 1992; Zaia et al., 1997).  
Zur Bestimmung eventueller Glykosylierungen wurden Proben mit 
affinitätsgereinigtem 4A2 Antigen mit N-Glykosidase F behandelt. Die Inkubation mit 
dem Enzym führte nicht zu einer Größenveränderung des COMP, obwohl es in der 
Literatur dazu Hinweise gibt, die N-verknüpfte Zucker an TC- und EGF-Domänen 
beschreiben. Die Diskrepanz könnte damit zusammenhängen, dass die 
Glykosylierung des Proteins in verschiedenen Geweben oder Organismen 
unterschiedlich ist. So konnte gezeigt werden, dass COMP aus fötalem 
Rinderknorpel lediglich über zwei N-verknüpfte Oligosaccharide verfügt, während es 
in dem adulten Gewebe mehrere verknüpfte Zucker trägt (Zaia et al., 1997).  
Um die Frage zu beantworten, welches Epitop vom mAk 4A2 erkannt wird, wurden 
verschiedene rekombinante Konstrukte von COMP (Ratte) mittels Immunoblot 
untersucht. Konstrukte von COMP, die aus T3- und C-terminalen Domänen 
bestehen, wurden unter reduzierenden Bedingungen im Immunoblot erkannt. Die T3- 
oder C-terminalen Domänen allein zeigten dagegen keine Signale in Immunoblot. 
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich das vom mAk 4A2 erkannte Epitop im 
Übergangsbereich beider Domänen befindet.  
Mit Hilfe des mAk 4A2 wurde die Lokalisation des Proteins COMP im Gewebe 16 
Tage alter Mausembryonen mittels Immunhistochemie untersucht. Die Expression 
des Proteins scheint auf einige Gewebe beschränkt zu sein. Signale wurden im 
Rippenknorpel und in der Haut nachgewiesen. Eine starke Reaktion war im 
Perichondrium zu sehen. In der Haut waren Keratinozyten positiv, was bislang noch 
nicht beschrieben wurde. Obwohl COMP ein extrazelluläres Protein ist, konnten in 
embryonalem Gewebe mit Hilfe der Immunfluoreszenztechnik keine Signale in der 
extrazellulären Matrix detektiert werden. Dies könnte bedeuten, dass dieses Protein 
im extrazellulären Raum in diesem Entwicklungsstadium nicht vorhanden ist. 
Weiterhin wäre es möglich, dass die antigene Determinante durch die Assoziation 
mit weiteren makromolekularen Liganden abgeschirmt oder strukturell verändert 
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vorliegt und somit eine Erkennung bzw. Bindung des monoklonalen Antikörpers 
verhindert wird. Eine intrazelluläre Lokalisation von COMP wurde auch in 
Osteoblasten von adultem humanen Knochengewebe beobachtet (Di Cesare et al., 
2000). 
Die mit dem mAk 4A2 gewonnenen Ergebnisse über die Verteilung des Proteins 
COMP stimmen teilweise mit den Daten anderer Arbeitsgruppen nicht überein. So 
wurde in 13 Tage alten Mausembryonen eine COMP-Expression in skelettalen 
Muskeln und allen Knorpelgeweben, aber nicht in der Haut beschrieben (Fang et al., 
2000). Diese Unterschiede können von den verwendeten Antikörpern oder auch von 
dem Alter der untersuchten Tiere abhängig sein. In der Haut wurde COMP bei 
adulten Pferden mittels ELISA nur bei der Wundheilung nachgewiesen, nicht jedoch 
in unbeschädigter Haut (Smith et al., 1997). COMP wurde jedoch bei humanen 
dermalen und synovialen Fibroblasten in vitro nachgewiesen (Dodge et al., 1998).  
Die Untersuchung der Gewebeverteilung von COMP während der Embryonal-
entwicklung könnte aufschlussreich sein. Die Lokalisierung des Proteins in Geweben 
sowie die potentielle Funktion bei Wechselwirkungen zwischen anderen ECM-
Molekülen könnte eine komplexe Regulation der Proteinexpression während der 
Organentwicklung implizieren. 
Weiter wurde mit dem mAk 4A2 die Lokalisation von COMP in humanem Knorpel 
analysiert. Dafür wurde fötaler und adulter (gesunder und arthrotischer) 
Gelenkknorpel mittels immunhistochemischer Analyse auf Paraffinschnitten 
untersucht. Das war möglich, da der monoklonale Antikörper 4A2 in der Lage ist, 
auch nach Paraffineinbettung und anschließender Behandlung der Gewebeschnitte 
sein Antigen zu erkennen.  
In fötalem humanen Knorpel aus der Hüfte (Femurkopf) und den Wirbeln konnten mit 
Hilfe des mAk 4A2 eine unterschiedlich ausgeprägte Expression von COMP in den 
verschiedenen Zonen beobachtet werden. In beiden Fällen war ein starkes Signal in 
der oberen Schicht zu sehen, das besonders deutlich in der territorialen Region war. 
In der Übergangszone des Hüftenknorpels wurde die Färbung insgesamt schwächer 
und war vorwiegend in der territorialen Matrix der Chondrozyten zu beobachten. Bei 
den noch tiefer liegenden proliferativen und prähypertrophen Chondrozyten wurde 
eine starke interterritoriale Markierung nachgewiesen. Im Wirbel war das Signal in 
der proliferativen Zone ausgeprägter als in der hypertrophen. In der hypertrophen 
Zone war COMP nur in der territorialen Matrix vorhanden. In der proliferativen Zone 
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war COMP stärker territorial exprimiert als interterritorial. Unsere Beobachtungen 
über die Lokalisation von COMP in fötalem Gewebe stimmen mit den Ergebnissen 
früherer Studien überein. Eine intensive Markierung von COMP wurde in der 
territorialen und interterritorialen Matrix der proliferativen Zone im fötalen Knorpel 
vom Schwein beschrieben (Ekman et al., 1997). COMP-Expression wurde auch in 
embryonalen Chondrozyten und Osteoblasen während der enchondralen 
Ossifizierung beschrieben (Di Cesare et al., 2000). 
Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass COMP ein wichtiges Protein in der 
Knorpelentwicklung ist. Die Lokalisation von COMP in der territorialen Matrix von 
Chondrozyten der proliferativen Zone des Knorpels zeigt, dass das Protein als 
Marker und Regulations-Faktor während der Chondrozytendifferenzierung dienen 
könnte.  
Die histochemischen Analysen des adulten humanen Gelenkknorpels zeigten ein 
anderes Verteilungsmuster für das Protein als in fötalem Gewebe. Hier war COMP 
interterritorial verteilt. Bei Vergleich von gesundem und arthrotischem Gewebe war 
ein deutlicher Unterschied zu sehen. Das Protein war in arthrotischem Knorpel nur 
territorial bei den spärlich verteilten Chondrozyten zu finden. Di Cesare beschreibt 
ebenfalls einen Verlust von COMP und von Proteoglykanen in arthrotischem Gewebe 
(Di Cesare et al., 1996).  
Die Lokalisation von COMP in der Peripherie von Fibrillenfragmenten aus humanem 
Gelenkknorpel wurde mittels Immunoelektronenmikroskopie mit dem mAk 4A2 
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass der mAk sowohl auf der 
Fibrillenoberfläche als auch in der extrafibrillären Matrix bindet. Es ist ein wichtiger 
Hinweis darauf, dass COMP an den Wechselwirkungen zwischen den 
Fibrillenkomponenten und verschiedenen Molekülen der extrafibrillären Matrix 
beteiligt sein kann. In den früheren Bindungsstudien mittels Rotary Shadowing 
wurden ebenfalls Interaktionen zwischen COMP und anderen Molekülen gezeigt 
(Holden et al., 2001). Es ist bekannt, dass die pentamere Struktur von COMP zur 
Ausbildung und Stabilisierung der intermolekularen Wechselwirkungen beiträgt. 
Dafür sprechen auch die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die gezeigt haben, 
dass COMP einerseits die fibrillenbildenden Kollagene binden kann, andererseits 
auch mit den extrafibrillären Proteinen reagiert. So wurde über die Bindung von 
COMP zu Kollagen Typ I, II und IX berichtet (Rosenberg et al., 1998; Thur et al., 
2001). Vor kurzem wurde mittels ELISA und Elektronenmikroskopie die Wechsel-
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wirkung zwischen Fibronektin und COMP aus der Haut detektiert (Di Cesare et al., 
2002). Es ist somit möglich, dass COMP auch da an der Verbindung zwischen 
Fibrillen und Bestandteilen der extrafibrillären Matrix beteiligt ist. Es wurden viele 
elektronenmikroskopische Studien mit COMP durchgeführt, für die jedoch isolierte 
Moleküle verwendet wurden (Di Cesare et al., 1994). Auf Ultradünnschnitten konnte 
in immunoelektronenmikroskopischen Untersuchungen keine Lokalisation von COMP 
an Kollagen II-Fibrillen in der Knorpelmatrix der Wachstumsfuge nachgewiesen 
werden (Ekman et al., 1997). Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden 
an nativen Fibrillenfragmenten durchgeführt. Dadurch wird die supramolekulare 
Organisation der Knorpelfibrillenkomponenten sowie der ECM in nativer Form 
dargestellt. Diese Unterschiede könnten eine Erklärung für die abweichenden 
Ergebnisse zu den Daten anderer Arbeitsgruppen sein. 
Der reife Gelenkknorpel enthält verschiedene Fibrillenpopulationen. Die immuno-
elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Fibrillenfragmente aus humanem 
Gelenkknorpel mit mAk 4A2 zeigten, dass nicht alle Fibrillen COMP-positiv waren. 
Am häufigsten markierte der mAk die mittleren gebänderten Fibrillen (25-30 nm 
Durchmesser). Des Weiteren ist COMP an dünnen Fibrillen (15 nm Durchmesser) zu 
finden sowie im Zusammenhang mit größeren Aggregaten in der extrafibrillären 
Matrix. Dickere Fibrillen (70 nm Durchmesser) blieben komplett unmarkiert. Es gab 
bisher keine Informationen über die Verteilung von COMP an verschiedenen 
Populationen von Knorpelfibrillen, die durch mechanische Homogenisation aus 
Knorpelgewebe gewonnen wurden. Es wurden hauptsächlich mittels 
Immunoelektronenmikroskopie Experimente an den Knorpelgewebeschnitten 
durchgeführt. 
Die charakteristischen Unterschiede zwischen unterschiedlichen 
Fibrillenpopulationen betreffen auch die Zusammensetzung ihrer 
Oberflächenkomponenten. So ist Kollagen IX vorwiegend an den dünnsten Fibrillen 
(15-25 nm Durchmesser) zu finden, während die dickeren mit Decorin bedeckt sind 
(Hagg et al., 1998). 
Um die Frage zu beantworten, welche Wechselwirkungen COMP mit anderen 
Komponenten der Fibrillen sowie mit der ECM eingeht, müssten Doppelmarkierungs-
Experimente durchgeführt werden.  
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4.4 Identifizierung des 5B4 Antigens 
Der monoklonale Antikörper 5B4 war im Dot-Blot, im Western-Blot, im ELISA und in 
immunoelektronenmikroskopischen Analysen reaktiv. Besonders interessant an dem 
Antigen 5B4 war seine Lokalisation an den Knorpelfibrillen. Mit Hilfe der 
Immunoelektronenmikroskopie mit Fibrillenfragmenten wurde gezeigt, dass sich das 
Antigen des mAk 5B4 überwiegend, jedoch nicht ausschließlich, an der Fibrillen-
Peripherie befindet. Ca. 90% der Antikörpersignale waren mit Fibrillen assoziiert und 
ca. 10% waren in der extrafibrillären Matrix verteilt.  
Nach Behandlung der Knorpelfibrillen mit Guanidiniumhydrochlorid wurde keine 
Markierung mit dem mAk 5B4 außerhalb der Fibrillen beobachtet. Außerdem zeigte 
sich im Vergleich zur unbehandelten Probe eine intensivere Markierung an der 
Fibrillenoberfläche. Dies könnte Folge eines Freilegens der antigenen Determinante 
an den Fibrillen durch die Guanidiniumhydrochlorid-Behandlung sein.  
Weiter wurden Fibrillenfragmente aus gesundem und arthrotischem Gelenkknorpel 
angefertigt und mit Hilfe der Immunoelektronenmikroskopie mit dem mAk 5B4 
untersucht. Der monoklonale Antikörper 5B4 konnte in beiden Fällen das Antigen an 
der Fibrillenoberfläche und in der extrafibrillären Matrix erkennen. Allerdings 
unterschied sich das Verteilungsmuster bei arthrotischem und gesundem Gewebe. In 
arthrotischem Knorpel erkannte der mAk 5B4 das korrespondierende Antigen im 
Gegensatz zu normalem Gewebe vorwiegend außerhalb der Fibrillenfragmente.  
Der mAk 5B4 erkannte das korrespondierende Antigen in Western-Blot unter nicht 
reduzierenden und denaturierenden Bedingungen sowie speziesübergreifend. Er 
reagierte mit Proben vom Rind und vom Menschen, aber nicht mit Proben vom Huhn. 
Erste Informationen über die Größe der Antigen-Moleküle konnten mittels 
Immunoblot gegen Fibrillenfragmente gesammelt werden. Mit dem mAk 5B4 wurde 
eine diffuse Bande detektiert, die sich von der Sammelgelgrenze bis ca. 60 kDa 
erstreckte. Diffuse Banden sind zur Identifikation des Antigens schlecht geeignet. 
Zunächst wurde vermutet, dass das Laufverhalten des Antigens 5B4 ein Resultat der 
Quervernetzung der Knorpelfibrillen ist, die ihre Unlöslichkeit verursacht. Deswegen 
wurden Extrakte aus Chondrozyten-Suspensionskulturen angefertigt und im 
Western-Blot mit dem mAk 5B4 getestet. Die Chondrozyten wurden mit ß-Amino-
propionitril kultiviert, dass die Quervernetzung der Kollagenfibrillen unterdrückt. Mit 
diesen Proben wurden jedoch ähnliche Ergebnisse erhalten wie mit nativen Knorpel-
extrakten.  
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Die Proben aus den Zellkulturextrakten, die für Western-Blot verwendet wurden, 
wurden nach einer Trennung im SDS-PAGE mit Alcianblau inkubiert, welches GAG-
Ketten färbt (Karlsson et al., 2000). Dabei wurde eine ähnlich diffuse Bande 
beobachtet wie im Western-Blot mit dem mAk 5B4. Auf Grund dieser Ergebnisse 
wurde vermutet, dass das Antigen 5B4 ein Glykosaminoglykan ist.  
Eine weitere Charakterisierung des 5B4 Antigens konnte mit Hilfe von ELISA 
durchgeführt werden. Es gibt verschiedene ELISA Assays, die eine Bestimmung der 
Epitope der mAk erlauben (Kenett, 1988; Peters et al., 1990).  
Für die Inhibition der Bindung des mAk 5B4 an die Fibrillenfragmente aus humanem 
artikulären Knorpel wurde Rinder-Aggrekan, Chondroitinsulfat, Keratansulfat, 
Heparansulfat und die N-Acetyllactosamin-Einheit (Galß1,4-GlcNAc) verwendet. Bei 
Keratansulfat und Aggrekan wurde eine komplette Inhibition der Bindung detektiert. 
Dieser Befund zeigt, dass sich das Epitop, dass vom monoklonalen Antikörper 5B4 
erkannt wird, auf dem Glykosaminoglykan Keratansulfat handelt, die auch in 
Aggrekan vorkommt. Keratansulfat ist ein sulfatiertes Glykosaminoglykan 
(Funderburgh, 2000). Die N-Acetyllactosamin-Einheit, die ein Teil des Keratansulfats 
ist, aber in diesem Fall keine Sulfat-Gruppen enthält, konnte die Bindung des mAk an 
das Antigen jedoch nicht inhibieren. 
Die Behandlung mit einem Enzymgemisch könnte für die Identifizierung des Epitops 
hilfreich sein. Extrakte aus Chondrozyten-Suspensionskulturen und 
Fibrillenfragmenten aus Gelenkknorpel wurden mit ABC-Chondroitinase und 
N-Glycosidase F (PNGase F) behandelt und im Western-Blot mit dem mAk 5B4 
analysiert. Nach der Behandlung mit beiden Enzymen zusammen war keine 
bedeutende Veränderung des Signals erkennbar. In verdauten Proben migrierte das 
Antigen lediglich etwas weiter als in der unbehandelten Probe. Es könnte sein, dass 
das komplexe Antigen nach dem Abbau von N-verknüpften Sacchariden und 
Chondroitinsulfat-Ketten kleiner geworden ist und deshalb im SDS-Gel weiter 
wandert. Da die Intensität der Färbung sich nach dem enzymatischen Verdau kaum 
geändert hat, kann vermutet werden, dass diese Behandlung zu keiner Änderung in 
der Antigen-Determinante geführt hat.  
Es wurde gereinigtes Aggrekan aus artikulärem Rinder-Knorpel im Western-Blot 
untersucht. Eine Behandlung artikulären Aggrekans mit ABC-Chondroitinase, Endo-
ß-galaktosidase und Keratanase zusammen führte zum Verschwinden des Signals 
im Immunoblot mit dem mAk 5B4. Die gleichen Proben waren im SDS-PAGE Gel 
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nach einer Silberfärbung detektierbar und zeigten eine distinkte Bande bei ca. 240 
kDa, was der Größe des Coreproteins des Aggrekans entspricht (Heinegard und 
Oldberg., 1993). Die Färbung der Probe mit Alcian blau war negativ. Daraus folgt, 
dass der mAk 5B4 im Immunoblot nur dann reaktiv ist, wenn in der Probe 
Glykosaminoglykane nachgewiesen werden können. Diese Befunde bestätigten noch 
mal die Hypothese, dass der mAk 5B4 ein Epitop auf KS-Ketten des Aggrekans 
erkennt.  
Es ist bekannt, dass kleine Leucin-reiche Proteoglykane gute Kandidaten sind, um 
die Interaktion zwischen den Fibrillen und der sie umgebenen Matrix zu vermitteln. 
Es wurde gezeigt, dass Decorin über die GAG-Ketten an Kollagen I binden kann 
(Vaughan et al., 1988). Fibromodulin hat Keratansulfatketten, die im zentralen 
Bereich der Moleküle gebunden sind. Trotz seiner GAG-Ketten wird Fibromodulin im 
artikulären Knorpel mit den Fibrillen über sein Core-Protein gebunden (Hedbom et 
al., 1989; Hedbom et al., 1993). Decorin, Kollagen Typ IX und Fibromodulin sind 
Fibrillenoberflächenkomponenten. Dagegen ist Aggrekan eine extrafibrilläre 
Matrixkomponente des Knorpels, die komplexe Aggregate mit Hyaluronsäure und 
Link Protein bildet. Diese komplexen Aggregate sind im Kollagennetzwerk verankert 
(Roughley und Lee, 1994). Zwischen beide Komponenten (Aggrekan-Aggregaten 
und Fibrillen) bestehen vielseitige Wechselwirkungen, die das Knorpelgewebe 
zusammenhalten. 
Biochemische Untersuchungen mit mAk zeigten in Western-Blot deutliche Reaktion 
mit GAG-Ketten an Aggrekan. Elektronenmikroskopische Studien an 
Fibrillenfragmenten mit dem mAk 5B4 zeigten jedoch, dass sich die antigene 
Determinante überwiegend an der Fibrillen-Peripherie und nicht im extrafibrillären 
Raum befindet. Der mAk 5B4 erkennt somit ausschließlich Stellen an Aggrekan-
Molekülen, die mit der Fibrillenoberfläche assoziiert sind. Ansonsten wäre eine 
Verteilung vor allem in der extrafibrillären Matrix zu beobachten. Es wurde auch 
vermutet, dass es sich um verschiedene Aggrekan-Populationen handeln könnte, die 
sich im extrafibrillären Raum und an der Fibrillen-Peripherie befinden. 
Es gibt Hinweise, dass mindestens zwei unterschiedliche Typen von Aggrekan-
Aggregaten in artikulärem Knorpel vorkommen. Diese Hinweise beziehen sich auf 
die Zusammensetzung und die Anzahl der Aggrekan-Moleküle pro Aggregat 
(Buckwalter et al., 1994). Es ist zu vermuten, dass unterschiedliche Populationen von 
Aggrekan-Aggregaten unterschiedliche Eigenschaften haben. Unsere Befunde, dass 
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mAk 5B4 nicht an den allen Aggrekan–Moleküle vorkommt, sondern nur bestimmte 
Moleküle erkennt, bestätigt die Unterschiede in der Zusammensetzung von 
Aggrekan. Dies kann bedeuten, dass durch den mAk 5B4 eine bislang unbekannte 
Aggrekan-Population als Fibrillenoberflächenkomponente identifiziert wurde. 
Der mAk 5B4 zeigte im Immunoblotting mit Fibrillenfragmenten aus gesundem 
Gelenkknorpel sehr intensive diffuse Banden. Auch in EM wurde mit diesem mAK 
eine starke Färbung der Knorpelfibrillen beobachtet. Das zeigt die hohe Aktivität des 
mAk. Bei gereinigtem Aggrekan war das Signal im Western-Blot mit dem mAk 5B4 
jedoch deutlich weniger ausgeprägt. Dies lag aber nicht an der niedrigen Aggrekan-
Konzentration in der Proben, da bei der parallel durchgeführten SDS-PAGE-Analyse 
eine deutliche Aggrekan-Bande nachgewiesen wurde. Diese Ergebnisse deuten 
darauf hin, dass bei weitem nicht alle Aggrekan-Moleküle mit dem mAK 5B4 
reagieren. Die Population von Aggrekan, die vom mAk 5B4 erkannt wird, ist somit 
eine Minderheitspopulation. 
Die KS-Substitutionsstellen des KS befinden sich in verschiedenen Bereichen der 
Aggrekan-Moleküle. 60% von KS–Ketten sind an die KS-Domäne O-glykosidisch 
zum Core-Protein von Rinder-Aggrekan gebunden (Calabro et al., 1992). 
Die Untersuchungen der KS-Domäne von Aggrekan ergab, dass die 
Aminosäuresequenz (Glu-Glu/Lys-Pro-Phe-Pro-Ser) der KS-Substitutionsstellen 
speziesspezifisch ist. Im artikulären Knorpel des Aggrekans in Mäusen und Ratten 
fehlt diese Sequenz (Doege et al., 1987). Auch in Hühner-Aggrekan ist diese 
Aminosäuresequenz nicht vorhanden (Chandrasekaran und Tanzer, 1992). Im 
Gegensatz dazu ist bei Aggrekan aus Rind (23 Wiederholungen) und Human (13 
Wiederholungen) hoch glykosyliert (Antonsson et al., 1989; Doege et al., 1991). Es 
ist noch nicht bekannt, wie sich diese Unterschiede in den Strukturen und deren 
Glykosaminoglykan-Substitution auf die Eigenschaften und Funktion des Aggrekans 
auswirken kann. Die mAk 5B4 beweisen keine Unterschiede in Western-Blot bei 
Rinder- und Human-Aggrekan. Bei Extrakten aus Suspensionskulturen von Hühner-
Chondrozyten wurde keine Reaktion mit mAk 5B4 nachgewiesen. Dies bestätigt die 
Unterschiede in der Zusammensetzung der Aggrekan-Moleküle verschiedener 
Spezies. 
Die Expression des 5B4 Antigens wurde in Zellkulturen von Rinderchondrozyten 
untersucht. Es ist bekannt, dass Chondrozyten in Monolayer-Kulturen ihren Phänotyp 
verlieren und die Synthese der knorpelspezifischen Moleküle, wie z.B. Kollagen II, 
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einstellen (Benya und Shaffer, 1982). Auch die Produktion von Aggrekan wird unter 
diesen Bedingungen eingestellt (Binette et al., 1998). Im Gegensatz dazu 
produzieren die Zellen in Suspensionskulturen weiterhin knorpelspezifische Proteine 
(Benya und Shaffer, 1982).  
Andere Autoren berichten über Unterschiede in der Position und der Menge der 
Sulfatgruppen bei der Synthese der KS-Ketten abhängig von den Kultivierungs-
bedingungen (Melching und Roughley, 1999). Es gibt Hinweise, dass bei 
Fibroblasten in vitro die Synthese von spezifischen Sulfotransferasen unterdrückt 
wurde. Als Folge produzieren die Zellen keine oder schwach sulfatierte KS 
(Funderburgh, 2000). Bei isolierten Hühnerkeratinozyten in Monolayer-Kulturen sind 
mit der Zeit deutlich weniger sulfatierte GlcNac von KS nachgewiesen worden 
(Nakazawa et al., 1998). Es zeigte sich, dass das 5B4 Antigen abhängig von den 
Kulturbedingungen war. In Extrakten aus Agarosesuspensionskulturen konnte das 
Antigen im Western-Blot mit dem mAk 5B4 detektiert werden. Im Gegensatz dazu 
konnte in den Extrakten aus Monolayer-Kulturen derselben Zellen kein Signal 
beobachtet werden. 
Es existieren bereits verschiedene monoklonale Antikörper gegen Keratansulfat aus 
Knorpel: 5D4 (Caterson et al., 1985); 3D12/H7 (Fischer et al., 1996); 4C4 (Fukuma et 
al., 2003). Im Gegensatz zur Antigen-Extraktionsmethode, die bei der Herstellung 
des mAK 5B4 verwendet wurde, wurden die für die Immunisierung verwendeten 
Antigene mittels Anionenaustauschchromatographie gereinigt und als 
Peptidfragmente mit einer KS-Kette eingesetzt. Alle oben genannte Antikörper 
erkennen verschiedene Epitope des Keratansulfats. Der mAk 3D12/H7 erkennt 
Fucosereste von KS-II-A, deswegen reagiert dieser mAk nur mit Keratansulfat aus 
artikulärem Knorpel (Fischer et al., 1996). Der mAk 5D4 erkennt eine sulfatierte N-
Acetyllactosamin-Einheit in Keratansulfat aus nasalem und artikulärem Knorpel und 
aus Cornea (Caterson et al., 1985).  
Ein weiterer mAk (4C4) gegen KS wurde gegen Zelloberflächenmoleküle einer 
humanen embryonalen Karzinomzelllinie (NCR-G3) generiert. Wie beim mAK 5B4 
konnte mit 4C4 kein Signal nach enzymatischem Abbau mit Endo-β-galaktosidase 
und Keratanase im Immunoblot nachgewiesen werden. Die Positionierung der Sulfat-
gruppe spielt bei Aktivitäten dieser Enzyme eine entscheidende Rolle (Fukuma et al., 
2003). Allerdings führte der Abbau von N-Acetyl-Neuraminsäure zu einer 
Verminderung des Signals im Immunoblot mit 4C4 mAk, was bei dem mAk 5B4 nicht 
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der Fall war. Das deutet darauf hin, dass das von 4C4 erkannte Epitop N-Acetyl-
Neuraminsäurereste enthält, die in dem von 5B4 erkannten Epitop nicht enthalten 
sind.  
KS wird nach seiner Bindungsregion an Proteinen klassifiziert (Brown et al., 1995). 
KS-I (Cornea-Typ) hat N-Acetylglucosamin (GlcNAc) an Asparagin und KS-II 
(Knorpel-Typ) hat N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) an Serin oder Threonin gebunden. 
KS aus Knorpel wird weiter in 2 Subklassen aufgeteilt. KS-II-A aus artikulärem und 
Bandscheiben-Knorpel hat  α (1-3)-verknüpfte Fucose und  α (2-6)-verknüpfte N-
Acetyl-Neuramin Säure. KS-II-B hat keine Fucose-Reste und wurde aus Trachea und 
nasalem Knorpel isoliert (Nieduszynski et al., 1990). Obwohl sich KS aus nasalem 
und artikulärem Knorpel in ihrer Zusammensetzung unterscheiden, wurden sie beide 
im Immunoblot von mAk 5B4 erkannt. Deshalb ist anzunehmen, dass das Epitop von 
5B4 nicht von der Positionierung der Fucose abhängig ist.  
Um zu überprüfen, ob das Epitop von der KS-Proteinbindungsstelle abhängig ist, 
wurde Aggrekan aus nasalem und artikulärem Knorpel jeweils enzymatisch 
behandelt und analysiert. Die mit Trypsin verdauten Proben wurden mit dem mAk 
5B4 mittels Immunoelektronenmikroskopie und im Western-Blot untersucht. Die 
Proben wurden nach einem Proteinase K Verdau mit mAk 5B4 im Dot-Blot getestet. 
Nach beiden Behandlungen konnten weiterhin Signale mit dem mAk 5B4 detektiert 
werden. Diese Befunde zeigten, dass die Peptid-Fragmente nach der Proteinase K- 
und Trypsin-Spaltung unverändert die antigene Determinante des 5B4 besitzen. 
Zur Identifizierung des Epitops, dass der mAk 5B4 im Keratansulfat erkennt, wurde 
versucht, Zuckerreste des Aggrekans aus nasalem Rinder-Knorpel mittels 
Affinitätsreinigung mit dem mAk 5B4 zu isolieren. Anschließend sollte mittels 
Massenspektrometrie die Struktur und Zusammensetzung des Antigens bestimmt 
werden. Dieser Ansatz führte jedoch nicht zu einer Anreicherung des Antigens. Ein 
großes Problem war hierbei die Elution des Antigens von den Bead-Komplexen. Eine 
erfolgreiche Elution konnte nur bei 95°C im Probenpuffer mit SDS und 
β-Mercaptoethanol erreicht werden. Danach war das Antigen jedoch für eine weitere 
Reinigung und Identifizierung mittels Massenspektrometrie nicht mehr geeignet. 
Da eine Affinitätsreinigung des Antigens fehlschlug, wurde versucht, das Epitop mit 
anderen Methoden zu charakterisieren. Dafür wurden weitere enzymatische 
Behandlungen an isolierten Aggrekan-Molekülen durchgeführt. 
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Zur genauen Bestimmung des Epitops wurden Proben von nasalem und artikulärem 
Rinder-Aggrekan mit verschiedenen Enzymen behandelt und das Laufverhalten des 
Antigens mit dem unbehandelter Proben im Western-Blot mit mAk 5B4 verglichen. 
Die Inkubation mit Endo-ß-galaktosidase führte zu einer deutlichen Verminderung 
des Signals. Nach dem Verdau konnte im Immunoblot nur noch eine sehr schwache 
verkürzte diffuse Bande beobachtet werden. Die Inkubation mit Keratanase führte zu 
einer weniger ausgeprägten Verminderung des Signals. In skelettalem KS befinden 
sich an einigen N-Acetylglucosamin-Resten neben Sulfat-Gruppen auch Fucose-
Reste, die den Verdau mit Keratanase verhindern könnten (Tai et al., 1993). Wie 
jedoch oben gesagt wurde, ist das Epitop von 5B4 nicht Fucose-abhängig. 
Außerdem wurden auch unterschiedliche Glykosphingolipide (GSL), die aus 
humanen Granulozyten stammten und keine Sulfat-Gruppen enthielten, nach der 
Trennung mittels Dünnschichtchromatographie mit mAk 5B4 untersucht (Muthing et 
al., 2004). Der monoklonale Antikörper zeigte keine Reaktion mit den analysierten 
GSL. Wie bereits erwähnt reagierte der mAk auch nicht mit der N-Acetyllactosamin-
Einheit, die ein Teil des Keratansulfats ist, aber keine Sulfat-Gruppen enthält im 
Inhibitions-ELISA. Es ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass die SO4-Gruppen für die 
Erkennung von KS-Molekülen durch den mAk 5B4 essentiell sind.  
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Diese Befunde könnten bedeuten, dass der mAk nur eine bestimmte Struktur von KS 
erkennt. In diesem Fall müssten N-Acetylglucosamin-Reste Sulfat-Gruppen 
enthalten. Im Gegensatz dazu muss Gal nicht sulfatiert sein und sich damit als ein 
Substrat für die Keratanase darstellen (Tai et al., 1993). Unsulfatiertes Gal und N-
Acetylglucosamin-Reste sind dann ein Substrat für Endo-β-Galaktosidase (Brown et 
al., 1995). Wie oben erwähnt sind Fucose und N-Acetylneuraminsäure nicht am 
Epitop von 5B4 vorhanden. Auf Grund der dargestellten Ergebnisse wurde die in 
Abb. 53 aufgezeigte Epitop-Struktur von 5B4 Antigen vorgeschlagen. Es wäre 
möglich, dass sich mehrere Teile der KS-Kette an der Ausbildung des 5B4 Epitops 
beteiligen. Es könnte deswegen auch sein, dass eine bestimmte Sulfatierung für die 
Bindung des mAk 5B4 an das Antigen notwendig ist. 
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5 Ausblick 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Panel monoklonaler Antikörper (mAk) gegen 
Fibrillenfragmente aus humanem Gelenkknorpel erzeugt. Nach elektronenmikro-
skopischer Charakterisierung wurden 3 monoklonale Antikörper (N6, 4A2, 5B4), die 
gegen Fibrillenoberflächenkomponenten gerichtet sind, selektiert.  
Alle weiteren Klone wurden zur Aufbewahrung eingefroren. Aus diesem Vorrat 
können weitere Hybridomzellklone subkloniert und deren Antikörper zur Reinigung, 
Identifizierung und Charakterisierung der neuen Antigene herangezogen werden. 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass zum einen die α2-Kette von 
Kollagen Typ II das Antigen für den mAk N6, zum anderen COMP das Antigen für 
den mAk 4A2 sowie zum Dritten Keratansulfat das Antigen für mAk 5B4 darstellen. 
Es wurde gezeigt, dass sich das vom mAk N6 erkannte Antigen direkt an der 
Oberfläche der Fibrillenfragmente befindet. Kollagen II, was dieses Antigen darstellt, 
ist zwar kein neu entdecktes Knorpelprotein, jedoch einwandfrei eine Oberflächen-
komponente der Knorpelfibrillen. Damit konnte die Anwendbarkeit der ausgewählten 
Methode zur Identifizierung von Fibrillenoberflächenkomponenten bestätigt werden.  
Es wurde gezeigt, dass der mAk N6 eine einzigartige Spezifität besitzt. Sein Epitop 
ist auf der Fibrillenoberfläche frei zugänglich. Dieser mAk könnte für eine weitere 
Charakterisierung potentieller Vermittler von Wechselwirkungen mit anderen 
Oberflächenkomponenten der Fibrillen eingesetzt werden  
Ein weiterer mAk, nämlich der mAk 4A2, reagiert mit COMP. Dieser mAk könnte mit 
Erfolg für die Reinigung von COMP aus Knorpelgewebe eingesetzt werden. COMP 
ist ein Marker für Osteoarthrose und rheumatoide Arthritis (Neidhart et al., 1997). 
Daher könnte dieser mAk in einem solchen System, wie z.B. ELISA, als Nachweis 
von COMP in der synovialen Flüssigkeit und dem Serum von Patienten verwendet 
werden. Ferner könnte dieser mAk für die Analysen der Wechselwirkungen zwischen 
den verschiedenen Komponenten der ECM in Verfahren wie z.B. ELISA und 
Elektronenmikroskopie mit Doppelfärbung eingesetzt werden. 
Es konnte weiter gezeigt werden, dass KS von Aggrekan das Antigen für den mAk 
5B4 darstellt. Um das Epitop, welches vom mAk 5B4 erkannt wird, weiter 
einzugrenzen, müssten weitere Untersuchungen vorgenomen werden. 
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Mit Hilfe von 5B4 könnten abgespaltene KS-haltige Peptide von Aggrekan durch eine 
Affinitätssäule gereinigt sowie durch massenspektroskopische Verfahren die 
detaillierten Strukturen dieser Moleküle dargestellt werden. Diese Arbeiten würden 
dazu führen, dass die Sulfatierungsstelle dieser KS-Moleküle entdeckt wird. Dadurch 
könnte eine bislang unbekannte Aggrekan-Population, die mit der Fibrillenoberfläche 
assoziiert ist, identifiziert werden. 
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6 Zusammenfassung 
 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Herstellung neuer monoklonaler Antikörper 
gegen fragmentierte Fibrillen aus humanem Gelenkknorpel. Die Antigene sollten 
Fibrillenoberflächenkomponenten darstellen, die anschließend proteinbiochemisch 
charakterisiert und identifiziert werden, um die Wechselwirkungen zwischen 
Knorpelfibrillen und der extrafibrillären Matrix zu erforschen. Die Erzeugung der 
monoklonalen Antikörper wurde gegen intakte Suprastrukturen durchgeführt, die aus 
dem Gewebe durch Homogenisation und differentieller Zentrifugation isoliert wurden. 
Dabei wurde keine Behandlung mit Harnstoff, Guanidinhydrochlorid oder Proteasen 
durchgeführt, um native Fibrillenfragmente und potentielle Vermittler der 
Wechselwirkungen nicht zu zerstören. Für den Nachweis der Knorpelfibrillen-
oberflächenkomponenten mit monoklonalen Antikörpern wurden verschiedene 
Testsysteme entwickelt. Ausschlaggebend für die Wahl der interessanten mAk war 
die Frage, ob das korrespondierende Antigen auf der Fibrillenoberfläche vorkommt. 
Aus diesem Grunde wurden Fibrillenfragmente aus Knorpelgewebe hinsichtlich der 
Markierung mit monoklonalen Antikörpern mittels Immunoelektronenmikroskopie 
untersucht. 
Nach dieser Charakterisierung wurden drei monoklonale Antikörper (N6, 4A2, 5B4) 
selektiert und zur Identifizierung und Charakterisierung der korrespondierenden 
Antigene herangezogen. 
Es konnte gezeigt werden, dass Kollagen Typ II das Antigen für den mAk N6 
dargestellt. Mit Hilfe des monoklonalen Antikörpers wurde die Lokalisation der 
antigenen Determinante an der Oberfläche von Fibrillen aus humanem Knorpel 
sowie aus Hühner-Knorpel dargestellt. Eine immunhistochemische Markierung mit 
dem mAk N6 auf Kryostat-Schnitten aus embryonalem Knorpelgewebe zeigte, dass 
das Epitop nur nach Hyaluronidase-Behandlung für den Antikörper zugänglich wird. 
Des Weiteren ist der gewonnene N6 Antikörper in der Lage, Kollagen Typ II vieler 
Spezies mit allen gängigen Verfahren (Immunoelektronenmikroskopie, ELISA, 
Immunoblot, Immunhistologie) nachzuweisen. 
Ein weiterer interessanter mAk ist 4A2, der als Antigen ein anderes ECM-Molekül 
erkennt: COMP. Mit diesem Antikörper zeigten sich charakteristische Unterschiede in 
der Zusammensetzung der Oberflächenkomponenten verschiedener 
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Fibrillenpopulationen. COMP wurde besonders an dünnen (bis 25 nm) und mittleren 
(25-50 nm) Fibrillen gefunden. Es wurde nahezu kein COMP an der Oberfläche von 
dicken (70 nm) Fibrillen nachgewiesen.  
Mit Hilfe des mAk 4A2 wurde die Lokalisation des Proteins in murinen embryonalen 
Geweben analysiert. Signale wurden in Rippenknorpel und in der Haut 
nachgewiesen.  
Der dritte und interessanteste monoklonale Antikörper (5B4) reagierte sehr stark mit 
der Peripherie von Knorpelfibrillen. Es konnte mittels Inhibitions ELISA gezeigt 
werden, dass der mAk 5B4 ein Glykosaminoglykan Keratansulfat aus Aggrekan 
erkennt. Western-Blot-Experimente mit gereinigtem Aggrekan bestätigten dieses 
Ergebnis: nach enzymatischem Abbau der Proben mit Endo-β-galaktosidase und 
Keratanase wurde die antigene Determinante eliminiert. Die Ergebnisse des Verdaus 
mit Keratanase allein geben Hinweise, dass das Epitop, welches vom mAk 5B4 
erkannt wird, eine Sulfatierung an der GlcNAc enthält. In weiteren Immunoblot-
Experimenten konnte gezeigt werden, dass der mAk 5B4 mit Keratansulfaten von 
Aggrekan aus Cornea, Nasalknorpel und artikulärem Knorpel reagiert, die sich in 
ihrer Zusammensetzung unterscheiden. Das bedeutet, dass das Epitop, das vom 
mAk 5B4 erkannt wird, in allen KS-Typen vorzufinden ist und somit keine Fucose-
Reste enthalten kann. Eine enzymatische Behandlung des Keratansulfats mit 
Neuraminidase, die N-Acetylneuraminsäurereste abspaltet, führte zu keiner 
Veränderungen der Signale in Western-Blot-Experimenten. Die Ergebnisse des 
enzymatischen Verdaus deuten darauf hin, dass der mAk 5B4 eine 
N-Acetyllactosamin-Einheit mit sulfatiertem N-Acetylglucosamin und nicht sulfatierter 
Galaktose unabhängig von der verknüpften Fucose oder der verknüpften N-Acetyl-
Neuraminsäure erkennt.  
Elektronenmikroskopische Studien deuten darauf hin, dass das vom mAk 5B4 
erkannte Epitop nicht in allen Aggrekanen vorkommt. Viele Moleküle besitzen dieses 
Epitop nicht, weil die Verteilung des Antigens überwiegend an der Fibrillen-Peripherie 
und nicht im extrafibrillären Raum zu beobachten ist, wie es für eine Aggrekan-
Färbung üblich wäre. Daraus kann man schließen, dass es sich um eine bestimmte 
Aggrekan-Population handelt, die nur an der Fibrillenoberfläche in einer 
Minderheitspopulation vorkommt. 
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